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1   ZUSAMMENFASSUNG 
 
Die Netzhautkultur stellt ein in vitro-System dar, um neuronale und gliale Interaktionen und 
Prozesse zu analysieren. In der vorliegenden Arbeit wurde verschiedene Netzhautkultur-
modelle vom adulten Hausschwein immunhistologisch untersucht und mit der frisch 
präparierten Netzhaut als Kontrollnetzhaut zu Beginn der Kultur verglichen.  
Die präparierte Netzhaut zeigte im histologischen Ergebnis, bis auf eine frühe Degeneration 
der Photorezeptoraußensegmente und einer Reduktion der Ganglienzellkerne, ein Bild 
entsprechend der in vivo-Netzhaut. In der immunhistologisch gefärbten Kontrollnetzhaut 
wurden durch beide GFAP-Antikörper gleichermaßen Astrozyten markiert, während in dieser 
Studie für den GFAP-und Vimentin-Gehalt in Müllerzellen je nach Wahl des Antikörpers 
differente Ergebnisse feststellbar waren. So zeigten Müllerzellen der Kontrollnetzhaut eine 
GFAP1-Markierung, jedoch keine eindeutige Anti-GFAP2-Färbung, Anti-Vim1-markierte 
apikale Müllerzellendfüße und eine Anti-Vim2-Färbung der gesamten Müllerzellen. Ent-
sprechend den Literaturdaten zeigte die Kontrollnetzhaut eine Anti-S100β-Markierung der 
Müllerzellen und Astrozyten und eine Glutaminsynthetasefärbung der gesamten Müllerzellen. 
Die immunhistologischen Resultate der Kontrollnetzhaut belegen, dass die Netzhaut nach der 
Präparation bzw. zu Beginn der Kultur, bis auf die Schädigung der Photorezeptorzellen, der 
gesunden Netzhaut entspricht.  
Semiquantitative Bildanalyse: In dieser Arbeit wurde eine semiquantitative Bildanalyse der 
fluoreszenzmarkierten, immunhistologischen Färbungen verwendet, um die verschiedenen 
Netzhautkulturen miteinander und mit der Kontrollnetzhaut vergleichen zu können. Der 
Vergleich der semiquantitativ ermittelten Werte zu den Literaturdaten zeigte, dass die Anti-
GFAP2- und auch Anti-Vimentin1-markierten Strukturen der Inneren plexiformen Schicht und 
Inneren Körnerzellschicht der Netzhaut den tatsächlichen Volumenanteil der Müllerzellen 
wiederspiegelt. Für GFAP1, Vim2, S100β und GS sind die semiquantitativen Werte höher als 
das in der Literatur ermittelte Müllerzellvolumen.  
Statische Netzhautkultur ohne RPE: Die Netzhaut wurde zunächst ohne RPE über den 
Kulturzeitraum von einem, 3 und 5 Tagen in der statischen Netzhautkultur kultiviert. Für 
diese Netzhautkulturen konnte über der Kulturzeitraum eine Abnahme der Ganglienzellkerne, 
eine fortschreitenden Photorezeptordegeneration und eine zunehmende Hypertrophie der 
Müllerzellen festgestellt werden.  Über den Kulturzeitraum von einem und drei Tagen konnte 
eine Zunahme von GFAP, Vimentin, S100β und Glutaminsynthetase beobachtet werden, 
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während nach 5 Tagen Netzhautkultur eine weitere Zunahme von GFAP, S100β und GS 
sowie eine Reduktion von Vimentin in Müllerzellen und Astrozyten festzustellen war. Nach 5 
Tagen Netzhautkultur sind Prozesse zur Unterstützung neuronalen Überlebens, aber auch 
beginnender glialer Proliferation zu beobachten. 
In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass entgegen den Daten der Literatur, keine 
Coexpression der Intermediärfilamente GFAP und Vimentin in Müllerzellen vorliegt, da diese 
Intermediärfilamente kein einzelnes Protein, sondern eine Gruppe von Polypeptiden bilden 
und je nach Wahl verschiedener GFAP- und Vimentin-Antikörper unterschiedlichen 
immunhistologische Ergebnisse zeigen. Zudem ändert sich das GFAP-Vim-Verhältnis in 
Gliazellen im Verlauf der Netzhautkultur.  
Neben der beschriebenen Netzhautkultur wurde eine Netzhaut-RPE/Choroidea-Cokultur 
etabliert, für die Gewebe zunächst getrennt präpariert und anschließend entsprechend der in 
vivo-Orientierung gemeinsam 3 Tage kultiviert wurden. Es konnte gezeigt werden, dass die 
RPE-Cokultur für das Überleben retinaler Zellen in Netzhautkultur von Vorteil ist. So waren 
unter Cokultur des RPEs eine verminderte Ganglienzellapoptose, eine Reduktion der 
Photorezeptordegeneration und des Zellkernverlusts in beiden Körnerzellschichten zu 
beobachten. Zudem lag in der Netzhaut-RPE-Cokultur eine signifikant geringere Zunahme 
gliazellspezifischer Proteine, wie GFAP1, GFAP2, Vim1 und Vim2 vor.  
Die dynamischen Netzhautkulturen in einer Minuthkammer zeigten eine reduzierte 
Degeneration und Proliferation retinaler Zellen, was durch die bessere Medium- und Sauer-
stoffversorgung, sowie in den Druckverhältnissen in der Minuthkammer begründet ist.  
Aus der Literatur ist bekannt, dass kultivierte Müllerzellen nach in vivo-Injektion gliotische 
Membranen induzieren und reichlich Kollagen I exprimieren. In dieser Studie konnte gezeigt 
werden, dass die Netzhautkulturen mit apikalen Müllerzellen auf der ILM oder Kollagen I im 
Kulturmedium ähnliche histologische Merkmale zeigen, die auf eine beginnende epiretinale 
bzw. intraretinale Gliose hinweisen und somit als gliotisches Netzhautkulturmodell verwendet 
werden können. In Netzhautkultur mit apikal applizierten Müllerzellen konnte für alle 
gliaspezifischen Proteine (GFAP, VIM, S100β und GS) eine Zunahme in den apikalen 
Müllerzellfortsätzen bis hin zur INL festgestellt werden. Kollagen I, für das bereits in Müller-
zellkultur ein proliferationsstimulierender Einfluss festgestellt wurde, zeigte auch in Netz-
hautkultur eine Zunahme von GFAP- und S100β in den apikalen Müllerzellfortsätzen sowie 
eine Reduktion von Vimentin, S100β- und GS in den basalen Müllerzellfortsätzen.  
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2   EINLEITUNG 
 
2.1   ANATOMIE UND PHYSIOLOGIE DES SÄUGETIERAUGES 
 
Das Auge (lat. oculus), auch Augapfel (Bulbus) genannt, ist ein in der Augenhöhle (Orbita) 
gelegenes, paariges Sinnesorgan, das Lichtreize aufnimmt, verarbeitet und so das Sehen 
ermöglicht. Die äußere Hülle des Auges besteht aus drei Gewebsschichten: Lederhaut, 
Aderhaut und Netzhaut. Außen liegt die weiße, feste Lederhaut (Sklera), die die Stützwand 
des Auges bildet und nach vorn in die transparente, gefäßfreie Hornhaut (Cornea) übergeht 
(Abb. 1). Die Hornhaut stellt die erste kraftvolle Linse des Sehapparates dar und umhüllt die 
Regenbogenhaut (Iris) und die Pupille. Die Iris, ein kreisrunder, farbig pigmentierter Muskel, 
reguliert die Größe der Pupille und damit die Menge des ins Auge einfallenden Lichtes. Die 
Aderhaut (Choroidea) ist von vielen Blutgefäßen durchzogen und setzt sich nach vorn im 
Ziliarkörper und in der Regenbogenhaut fort. Die innerste Gewebeschicht der Augenhülle ist 
die lichtempfindliche Netzhaut (Retina). 
Hinter der widerstandsfähigen Hornhaut liegt die mit Kammerwasser gefüllte vordere 
Augenkammer. Die Linsenkapsel ist über Fibrillenbündel (Zonularfasern) über die 
Ziliarfortsätze (Corona ciliaris), die dem Ziliarkörper entspringen, mit dem Ziliarmuskel 
(Musculus ciliaris) verbunden. Der Ziliarmuskel, der im Ziliarkörper liegt, beeinflusst die 
Form der Linse und kann so ihre Brennweite verändern. Der Ziliarkörper produziert das 
Kammerwasser und reguliert dessen Abfluss über den Schlemmerschen Kanal. Hinter der 
Linse liegt die große hintere Augenkammer, die mit dem Glaskörper (corpus vitreum) gefüllt 
ist, einer durchsichtigen, geleeartigen Substanz. Die Augenmuskel, von denen es vier gerade 
und zwei schräge gibt, sind mit dem Bulbus verbunden, und ermöglichen dessen Bewegung in 
alle Blickrichtungen. Die Bindehaut (Konjunktiva) ist eine Schleimhaut, die den Raum 
zwischen Lidern, Augapfel und Augenhöhle auskleidet. Sie geht einerseits in die Hornhaut 
und andererseits in die Lidkante über. Die Bindehaut stellt neben den Lidern einen zweiten 
Schutzwall gegen das Eindringen von Keimen und Fremdkörpern ins Auge dar. Im 
Kammerwinkel, der von der Hornhaut und der Iris gebildet wird, liegt ein Filtersystem 
(Trabekelwerk) und ein Abflusssystem (Schlemmerscher Kanal) für das Kammerwasser 
(www.auge-online.de, www.webvision.med.utah. edu/index.html und www.glaukom.de). 
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Abb. 1: Querschnitt durch das menschliche Auge (Quelle: www.blickpunktoptik.de) 
Schlemmerscher Kanal 
Trabekelwerk 
Linse (lens cristallina) 
Bindehaut (Konjunktiva) 
Regenbogenhaut (Iris) 
Ora serrata 
Hornhaut (Cornea) 
Augenmuskel 
Lederhaut (Sklera) 
Aderhaut (Choroidea) 
Netzhaut (Retina) 
Glaskörperraum (vitreus) 
Glaskörper (corpus vitreum) 
R  
Pupille 
G  
Netzhautgrube (Fovea centralis)  
Linsenkapsel
 
 
Blinder Fleck (Sehnervenscheibe,  
Discus Nervus opticus, Papille)  
Zonula
Ziliarfo
Ziliarmu
blind
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2.1.1   Allgemeiner Aufbau der Säugernetzhaut  
 
Die erste Aufgabe der Netzhaut besteht in der Perzeption der Lichtreize, die
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In der inneren plexiformen Schicht (inner plexiforme layer, IPL) bilden die Dendriten der 
Ganglienzellen Synapsen mit Amakrin-, Bipolar- und Horizontalzellen. In dieser Schicht 
liegen die amöboiden Mikrogliazellen und vereinzelt auch Somata von Ganglienzellen vor.  
Die innere Körnerzellschicht (inner nuclear layer, INL) enthält die Zellkerne der Bipolar-, 
Amakrin-, Horizontal-, Interplexiform- und Müllerzellen.  
In der äußeren plexiformen Schicht (outer plexiforme layer, OPL) liegen die Synapsen 
zwischen Axonen der Stäbchen/ Zapfen und Dendriten der Bipolar- und Horizontalzellen.  
Die äußere Körnerzellschicht (outer nuclear layer, ONL) enthält die inneren Segmente bzw. 
Somata der Stäbchen und Zapfen und ist an der Fovea centralis am dicksten. 
Die äußere limitierende Membran (external limiting membrane, ELM) liegt zwischen dem 
Außen- und Innenglied der Photorezeptorzellen und wird von bandförmigen Zellkontakten 
(Zonula adhaerentes) gebildet. 
Die Photorezeptorschicht befindet sich im subretinalen Raum und enthält die äußeren, 
pigmentierten Photorezeptorsegmente (PRS) der Stäbchen und Zapfen. Die Zapfen dienen 
dem Tagessehen und der Farbunterscheidung (photopisches Sehen). Die Stäbchen sind ohne 
Farbunterscheidungsvermögen auf das Dämmerungssehen spezialisiert (skotopisches Sehen). 
 
 
 
 
Abb. 2: 3-D Darstellung der humanen Netzhaut 
(Quelle: Webvision) 
 Abb. 3: Schematische Darstellung der Netzhaut 
(Quelle: Webvision) 
(Wie in Abb. 2 wird die Netzhaut in dieser Arbeit mit der ILM nach oben liegend dargestellt.) 
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Die melaninhaltigen Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPE) besitzen auf der apikalen 
Seite Mikrovilli, die die äußeren Photorezeptorzellsegmente umschließen und sind auf der 
basalen Seite durch die Bruchsche Membran von der Choroidea abgegrenzt. Das RPE spielt 
beim Retinolstoffwechsel und der Lichtperzeption eine Rolle und bildet die Blut-Retina-
Schranke zwischen Choroidea und Netzhaut. 
 
 
2.1.2  Gliazellen der Netzhaut 
 
Zu den Gliazellen (Neuroglia), die das neuronale Stützgewebe bilden, zählen die Mikroglia 
und die Makrogliazellen, d.h. Müllerzellen und Astrozyten. Gliazellen spielen bei einer Viel-
zahl von Erkrankungen des Nervensystems eine bedeutende Rolle. An Orten neuronaler De-
generation sind reaktive Gliazellen zu beoachten, die sich durch einen vermehrten Gehalt an 
Intermediärfilamenten, eine erhöhte Phagozytoseaktivität und Migration sowie durch Hyper-
trophie und Hyperplasie auszeichnen und eine gliale Narbe bilden (Reichenbach 1999).  
Die Müllerzellen, die dominierenden Makrogliazellen der Netzhaut, durchziehen von der ILM 
bis zur ELM alle retinalen Schichten und füllen mit ihren Zellkörpern die Lücken zwischen 
den Schichtkomponenten aus (Reichenbach 1999) (Abb. 4, 5). Der basale Fortsatz sendet 
Mikrovilli zwischen die inneren Segmente der Photorezeptorzellen und umgibt deren Somata 
in der ONL mit dünnen, blasenartigen Scheiden (Reichenbach 1988). Die ELM wird von Zell-
Zell-Kontakten (zonulae adherentes) der Müllerzellen untereinander und zu den Photore-
zeptorzellen gebildet (Reichenbach 1999). Die Müllerzellsomata liegen in der INL. Der 
innere, apikale Stammfortsatz, von dem blasenartige Scheiden ausgehend in der INL und 
GCL neuronale Somata umhüllen, endet mit einem Endfuß und bildet zusammen mit der 
Basalmembran die ILM (Hama 1978). Morphologie und Größe der Müllerzellen variieren in 
Abhängigkeit von der Spezies und der Lage der Zellen in der Netzhaut. Beispielsweise sind 
isolierte Müllerzellen vom Hausschwein mit einem Zelldurchmesser von 2,2 µm und mit 
einer Länge von 150 µm länger als die Müllerzellen vieler Säuger (Chao 1997).  
Da die Müllerzelle zu allen Neuronentypen in Kontakt steht und praktisch jede Nervenzelle 
umhüllt, impliziert diese enge morphologische Beziehung intensive physiologische Inter-
aktionen zwischen Neuronen und Müllerzellen. Die Müllerzelle erfüllt eine Vielzahl 
physiologischer Funktionen (Reichenbach 1999).  
Astrozyten sind in der NFL der meisten Spezies in unterschiedlichen Zellformen zu finden 
(Sarthy und Ripps 2001). Eine Astrozytenzellform stellt sich mit länglichen, dicken 
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Fortsätzen, die in enger Verbindung parallel zu den Nervenfasern der Ganglienzellaxone 
verlaufen dar (Karschin 1986). Eine weitere Astrozytenzellform ist die typische sternförmige 
mit kürzeren Fortsätzen, die quer zu den Nervenfasern verlaufen und in engem Kontakt 
Blutgefäße umhüllen (Stone und Dreher 1987, Schnitzer 1987). Retinale Astrozyten bilden 
eine Kommunikationseinheit zwischen Ganglienzellaxonen, retinaler Vaskulatur und dem 
Glaskörperraum (Rugger-Brändle 1993, Stone 1995). Das Hauptintermediärfilament der 
Astrozyten ist GFAP (Bignami 1972). 
Die Mikrogliazellen sind, anders als Müllerzellen und Astrozyten, die vom Neuroektoderm 
abstammen, mesenchymalen Ursprungs (Kaur 2001). Mikroglia sind kleine Zellen mit kurzen 
Fortsätzen, die in Folge neuronalen Zelltods proliferieren können und amöboide Bewegungen 
zeigen, um lokal Zelltrümmer zu phagozytieren (Thanos und Richter 1993). 
 
 
Abb. 4 (links): Schematische 
Darstellung einer Müllerzelle 
(blau, M) mit der von ihr um-
scheideten säulenförmigen Gruppe 
von Nervenzellen (grün, (R=Photo-
rezeptorzellen, B=Bipolarzelle, A= 
amakrine Zelle, G=Ganglienzelle) 
und den kontaktierten Kapillaren 
(rot, CAP). Die Müllerzelle eta-
bliert einen Endfuß (EF) an der 
glaskörperseitigen Basallamina 
und „enpassant-Kontakte“ an den 
retinalen Kapillaren sowie Mikro-
villi (MF) in den subretinalen 
Raum hinein. 
(Quelle: Reichenbach, 1999) 
 
Abb. 5 (rechts): Morphologie der 
Müllerzelle der Kaninchenretina 
nach intrazellulärer Füllung mit 
Biotin. Die Müllerzelle gliedert 
sich morphologisch in den Endfuß, 
den inneren und äußeren Fortsatz,  
Soma und die Mikrovilli. 
(Quelle: Robinson & Dreher 1990) 
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2.1.3   Die Netzhaut des Hausschweins 
 
Die Netzhaut des Hausschweins weist eine primatenähnliche Architektur auf, mit der Aus-
nahme, dass sie keine Macula/ Fovea besitzt (Bloodworth 1965, Rootman 1971, Beauchemin 
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1974). Sowohl der strukturelle Aufbau des Schweinauges als auch die Anatomie der Netzhaut 
sind bis auf eine dickere NFL dem humanen Auge bzw. der Netzhaut sehr ähnlich (Chandler 
1999, Hendrickson und Hicks 2002). Die Netzhaut des Schweins ist holoangiotisch; d.h. 
vollständig von Blutgefäßen durchsetzt (Bloodworth 1965, Dollery 1968, Rootman 1971). 
Drei bis vier Hauptarterien sind in die ILM eingebettet und entsenden ein kapillares Netzwerk 
in die NFL, GCL, IPL und INL (Rootman 1971, Beauchemin 1974). Sowohl in der humanen 
Netzhaut als auch in der Schweinenetzhaut sind nahe großer Blutgefäße zahlreiche 
Mikrogliazellen lokalisiert (Yang 2002). Die Astrozyten liegen in der Netzhaut vom 
Hausschwein in großer Zahl in der NFL und - im Gegensatz zur humanen Netzhaut - auch 
gelegentlich in der GCL und IPL (Beauchemin 1974, Rugger-Brändle 1993). In der Netzhaut 
vom Hausschwein durchspannen einige der Müllerzellen nicht die gesamte Netzhaut, sondern 
entsenden ihre vitrealen Fortsätze nur bis zur NFL (Chao 1997). Schweine verfügen über ein 
dichromatisches Farbsehen durch nur zwei Zapfentypen (rot, blau) (Neitz und Jacobs 1989, 
Chandler 1999). Aufgrund der Ähnlichkeit zur humanen Netzhaut stellt die Netzhaut vom 
Hausschwein ein besonderes in vitro- und in vivo-Model dar, um zelluläre Prozesse der 
gesunden sowie der pathologisch veränderten Netzhaut zu untersuchen (Li 1998). 
 
 
2.2  RETINALE ZELL- UND GEWEBEKULTUREN 
 
Um in vitro biologische Prozesse zu untersuchen oder Wirkstoffe und Biomaterialien zu 
charakterisieren, stehen verschiedene Zellkultursysteme in Form von Zelllinien, Primär-
kulturen und Gewebekulturen zur Verfügung. Eine oft von Krebszellen abstammende oder 
auf gentechnischem Wege aus Wildtypzellen entstandene Zelllinie zeichnet sich durch ein 
kontinuierliches Wachstums- und Teilungsverhalten aus. Jedoch unterscheiden sich diese 
Zellen in morphologischen und physiologischen Merkmalen oft erheblich von den Zellen des 
ursprünglichen Gewebes.  
Primärkulturen hingegen, die durch Herauslösen der Zellen aus Gewebe gewonnen werden, 
zeigen geringere Abweichungen zum ursprünglichen Zelltyp als Zellen aus Zelllinien.  
Für ophthalmologische Fragestellungen stehen verschiedene Zell- und Gewebekulturen zur 
Verfügung (Seigel 1999). 
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2.2.1 Primäre Müllerzellkultur 
 
Die primäre Müllerzellkultur wurde erstmals 1982 durch Burke als Kultur von sich langsam 
teilenden, adhärenten Zellen beschrieben, die nach wenigen Passagen in die seneszente Phase 
eintreten. Die Müllerzellen vom Hausschwein bilden in Kultur Multilayers von bis zu vier 
Schichten (Lüdtke-Handjery 2001, Guidry 1996, 1997). Der Effekt unterschiedlicher Kultur-
medien und Seren auf Müllerzellen in vitro (Trachtenberg und Hokanson 1986) wurde ebenso 
wie der Einfluss verschiedener Cytokine und Wachstumsfaktoren untersucht (Roberge 1985, 
Reichelt 1989, Puro 1990, Scherer und Schnitzer 1994, Milenkovic 2003). Neben der Kultur 
von Müllerzellen aus der embryonalen Netzhaut sind auch Zellen der adulten Netzhaut in 
Kultur untersucht worden (Trachtenberg und Packey 1983, Sarthy 1985, Uchihori und Puro 
1991).  
 
 
2.2.2  Netzhautkulturen 
 
In der Literatur sind verschiedene Netzhautkultursysteme an post- und pränataler sowie 
adulter Netzhaut verschiedener Spezies beschrieben.  
 
 
2.2.2.1 Netzhautkultursysteme 
 
Der erste Ansatz einer Gewebekultur wurde 1907 von Harrison veröffentlicht, der neuronales 
Gewebe in der Hanging-Drop-Kulturmethode in Lymphflüssigkeit als Kultursubstrat 
durchführte. Die Kultur von Augen wurde erstmals von Strangeways und Fell 1926 
beschrieben. Bei dieser Tubetechnik wurden ganze embryonale Augäpfel auf Klumpen aus 
Embryoextrakt und Baumwolle oder Plasma (Tansley 1933, Dorris 1938) oder auf 
Agarklumpen (Reinbold 1954) in einem geschlossenen Reagenzglas in Kultur gebracht.  
Die von Harrison (1907) gezeigte Technik der Hanging Drop-Methode nutzte Tansley 1933 
zur ersten Veröffentlichung isolierter Netzhaut in Kultur. In dieser Kultur von postnataler 
Rattennetzhaut in Hühnerplasma und Embryoextrakt beobachtet Tansley (1933) neben einer 
Rosettenbildung eine verzögerte, jedoch in vivo-ähnlich Entwicklung der Netzhautzellen. Drei 
Jahre später beobachtete Meyer (1936) an embryonaler Netzhaut mittels dieser beschriebenen 
Tube-Technik ein Auswachsen von Neuriten sowie eine Dedifferenzierung der Zellen. 
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Eine weitere erfolgreiche Methode zur Kultur von neuronalem Gewebe stellt die von Hogue 
(1947) erstmals veröffentlichte Methode der Roller-Tube-Technik dar, die in den folgenden 
Jahren durch zahlreiche Autoren modifiziert wurde (Chen 1954, Richter 1956, Gähwiler 
1988). Mit dieser Technik, auch als Flying-coverslip-Methode bekannt, konnte neuronales 
Gewebe über Wochen kultiviert werden. Das Prizip der Technik besteht darin, das Gewebe in 
einem Plasmaklumpen fixiert an einem Glasobjektträger zu befestigen, der dann in ein 
Reagenzglas gefüllt mit Medium überführt wird. Das Reagenzglas wird auf einer 
Rollertrommel gleichmäßig rotiert. Der Plasmaklumpen löst sich nach und nach auf, und die 
Zellen, die sich auf der Glasoberfläche des Objektträgers angesiedelt haben, zeigen nach 2 bis 
3 Wochen morphologische und elektrophysiologische Charakteristika, die adultem neuro-
nalem Gewebe entsprechen (Zimmer und Gahwiler 1984). Mit der Roller-Tube-Technik 
konnten nun Synaptogeneseschritte an postnataler Netzhaut unter in vitro-Bedingungen 
beobachtet werden (Liss und Wolter 1961, Hild und Callas 1967, Lavail und Hild 1971, 
Feigenspan 1993). 
Trowell (1954) stellte erstmals eine Organkultur in einer Kulturkammer vor, bei der Gewebe 
von einem Filterpapier unterlegt, auf einem Gitter an der Medium-Luft-Grenzfläche kultiviert 
wurde. Das Prinzip dieser Kulturmethode besteht darin, das Gewebe in der Grenzfläche von 
Kulturmedium und Gasphase zu kultivieren, da man bereits damals die Bedeutung der 
Sauerstoffversorgung erkannt hatte. Die Kultur auf einer Membran hat zudem den Vorteil, 
dass ein einfacher Mediumwechsel möglich ist, während bei der Plasma-Klumpen-Variante, 
das Gewebe beim Mediumwechsel auf einen neuen Klumpen gesetzt werden muss. 
In den Anfängen der Organkultur wurde v.a. embryonales Gewebe verwendet, da es 
gegenüber Sauerstoffmangel unempfindlicher ist als adultes Gewebe und die geringe Größe 
der embryonalen Organe eine bessere Versorgung der Organkulturen mit Medium und 
Sauerstoff ermöglicht. Zudem bestand das Hauptinteresse zu dieser Zeit in der Untersuchung 
der Morphogenese (Lucas und Trowell 1958, Trowell 1959). 
Caffé (1989) übernahm und vereinfachte die Kultur von Lucas und Trowell (1958). Er führte 
die Netzhautkultur ebenso an der Luft-Medium-Grenzfläche, jedoch in einer Petrischale 
anstelle einer komplizierten Kulturkammer durch, indem er die CO2-Begasung über einen 
Brutschrank löste. Caffé (1989) war der erste, der die Netzhaut mit der ILM nach oben 
kultivierte, wobei sie auf einer porösen Membran fixiert und auf einem Gitter liegend, von der 
basalen Seite mit Medium und von der vitrealen Oberfläche mit Luft versorgt wird. Lucas und 
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Trowell (1958) beschreiben zwar eine Kultur der Netzhaut auf einer Membran und einem 
Gitter, jedoch wurde hier die Netzhaut mit der Photorezeptorseite nach oben kultiviert. 
In der Literatur sind Netzhautkulturen mit der ILM nach unten bzw. mit der Photorezeptor-
zellschicht an der Kulturmedium-Luft-Grenzfläche beschrieben (Lucas 1962a, 1962b, 
Manabe 2002, Katsuki 2004), um einen besseren Erhalt der Photorezeptorzellen, die mit ca. 
75% den höchsten Sauerstoffverbrauch in der Netzhaut besitzen (Ames 1992), zu 
ermöglichen. Da diese Kulturen jedoch eine schlechte Haftung der Netzhaut an der 
Nitrozellulosekulturunterlage und damit eine Rosettenbildung zeigten (Pinzon-Duarte 2000), 
wurden ebenso Netzhautkulturen mit der ILM nach oben durchgeführt (Johansson 2000, 
Pinzon-Duarte 2000, Ouchi 2005, Suzuki 2006) 
Eine weitere Kulturvariante der Netzhautkultur stellt die Sphäroidkultur dar, bei der retinale 
Zellen bzw. Gewebestücken nicht auf einer Kulturunterlage, sondern in Suspension kultiviert 
werden (Adler 1982, Viktorov 2004, Rothermel 2005, 2006, Paraoanu 2006, Viktorov 2006). 
Unter diesen Kulturbedingungen können retinale Entwicklungsprozesse beobachtet werden. 
Die Zellen teilen sich aber dedifferenzieren nicht (Rothermel 2005) und ordnen sich in 
typischen Schichten analog der in vivo-Netzhaut an (Rzeczinski 2006). Dieses Kultursystem 
zeigt zudem gegenüber anderen Kulturmodellen ein erhöhtes Überleben der retinalen 
Ganglienzellen und stellt damit ein gutes in vitro-Modell zur Untersuchung dieses Zelltyps 
dar. Bis auf die Arbeit von Rzeczinski (2006), der die Shäroidkultur an adulter Netzhaut der 
Ratte zeigte, sind alle Veröffentlichungen zur Netzhautshäroidkultur an emybryonalen oder 
postnatalen Netzhautzellen beschrieben. 
 
 
2.2.2.2  Netzhautkulturen verschiedener Entwicklungsstadien und Spezies 
 
Während die meisten Netzhautkulturen an der Netzhaut der Ratte (Leng 2004, Rothermel 
2005, Sugitani 2006) und der Maus (Hatakeyama 2002, Catalani 2007, Sekaran 2007) 
beschrieben wurden, sind ebenso Kulturen der Netzhaut vom Kaninchen (Germer 1998, Kuhrt 
2004), Rind (Forrester 1990, Luke 2005, Hartani 2006), Molch (Krasnov 2003), Truthahn 
(Veroman 1981), Huhn (Katyal 2004, Zelina 2005, Dinet 2006), Drosophila (Mendes 2006), 
Goldfisch (Matsukawa 2004, Sugitani 2006), Frosch (Hayasaka 2005, Reidel 2006), Affen 
(Nakajima 2006) und vom Menschen (Hansson und Sourander 1964, Takano 2002, Nakajima 
2006) in der Literatur zu finden. Zur Kultur der Netzhaut vom Hausschwein sind nur wenige 
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Arbeiten der postnatalen Schweinenetzhaut (Engelsberg  2005) und der adulten Netzhaut 
(Winkler 2002, Garcia 2002) veröffentlicht.  
Während Kulturen der embryonalen und postnatalen Netzhaut in der Literatur reichlich zu 
finden sind (Caffé 1993, Feigenspan 1993, Hoff 1999, Caffé 2001, Hatakeyama 2002, Roger 
2007), existieren zur adulten Netzhautkultur nur wenige Arbeiten. Die erste Kultur adulter 
Netzhaut wurde 1962a von Lucas veröffentlicht. Er beschreibt die Vorteile der adulten 
Netzhaut vom Meerschweinchen, die im Vergleich zur embryonalen und postnatalen Netzhaut 
kleinerer Säuger auf Grund der Größe viel leichter zu präparieren sei. Zudem stehen bei 
adulten Netzhautkulturen Ereignisse, wie Zellteilung, Differenzierung und Apoptose nicht im 
histologischen Vordergrund bzw. die adulten Netzhautkulturen weisen konstante histolo-
gische Eigenschaften auf (Lucas 1962a, 1962b). 
In den folgenden Jahren wurde die adulte Netzhautkultur vom Frosch (Reidel 2006), von 
Maus (Zhang 2002, Reidel 2006), Ratte (Lucas 1965, Izumi 1999, Avwenagha 2003, 
Lecleire-Collet 2005, Ito 2004, Rzeczinski 2006), Kaninchen (Koizumi 2007), Schwein 
(Winkler 2002, Engelsberg und Ghosh 2007), Rind (Forrester 1990, Luke 2005, Hartani 
2006), Affe (Nakajima 2006) und sogar vom Menschen (Song 1995, Nakajima 2006) 
beschrieben. 
 
 
2.2.2.3  Netzhaut-RPE-Cokultur 
 
Die erste Netzhaut-RPE-Cokultur wurde von Tamai (1978) beschrieben. Bereits in den 
Anfängen der Netzhautkultur war bekannt, dass die in Kultur beobachtete Degeneration der 
äußeren Photorezeptorsegmente auf das Fehlen des retinalen Pigmentepithels zurückzuführen 
ist (Sidman 1963, Anderson 1986, Caffé 1989). Da die gemeinsame Isolierung von Netzhaut 
und retinalem Pigmentepithel eine technische Herausforderung darstellt, sind in der Literatur 
zahlreich Veröffentlichungen zur Netzhautkultur ohne RPE zu finden (Germer 1997a, b, 
Winkler 2002, Kuhrt 2004, Pinzon-Duarte 2004). Netzhaut-RPE-Cokulturen wurden durch 
gemeinsame Isolierung beider Gewebe zumeist aus embryonalen oder postnatalen Nager-
augen (Caffé 1989, 2001, Pinzon-Duarte 2000, Soderpalm 1999) embryonalen Hühneraugen 
(Strangeways and Fell 1926, Rizzolo 1994, Katyal 2004), Froschaugen (Jablonski 2001, 
Wang 2003, 2005) oder vom Schwein (Saikia 2006) realisiert. In allen Arbeiten beschreiben 
die Autoren eine gemeinsame Isolierung von Netzhaut und RPE bzw. RPE-Choroidea. 
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2.2.2.4   Morphologische Veränderungen in Netzhautkultur 
 
Nach Etablierung der Kultursysteme war es zunächst erforderlich, die Normalparameter der 
Netzhautkulturen im Vergleich zur in vivo-Situation zu charakterisieren. Über den Kultur-
zeitraum konnten histomorphologische Veränderungen in der Netzhaut beobachtet werden, 
wie die Ausbildung von Ödemen (Ogilvie 1999) und eine Abflachung der Netzhaut, die eine 
Folge des fehlenden intraokularen Drucks ist (Caffé 1989, Germer 1997a, Zhang 2002, Kuhrt 
2004). Zudem ist ein Verlust der Zellkerne in beiden Körnerzellschichten der Netzhaut unter 
Kulturbedingungen beschrieben (Ahuja 2001, Pinzon-Duarte 2000, Kuhrt 2004). Einige 
Autoren beobachteten Rosetten bzw. Einfaltungen der basalen Netzhautschichten und des 
RPEs (Tansley 1933, Caffé 1989, Ogilvie 1999, Pinzon-Duarte 2000, Zhang 2002, van 
Rossum 2006, Paraoanu 2006). Als Ursachen für die Rosettenbildung wird der fehlende 
intraokulare Druck in Kultur, aber auch eine ungenügende Haftung der Netzhaut an der 
Kulturunterlage diskutiert (Pinzon-Duarte 2000).  
Ein typisches Merkmal der Netzhautkultur ist eine schnelle Degeneration der äußeren 
Photorezeptorzellsegmente (Caffé 1989, Ogilvie 1999, Kuhrt 2004, Doonan 2005), die durch 
Caspase-3 vermittelt wird (Ito 2004) und eine Folge der Trennung von Netzhaut und RPE 
darstellt (Germer 1998). Neben einer Aktivierung der Mikroglia in Netzhautkultur (Mertsch 
2001, Zhang 2002, Engelsberg 2004, Carter und Dick 2004) kann ebenso eine Hypertrophie, 
Migration und Proliferation, der Müllerzellen beobachtet werden (Caffé 1993, Pinzon-Duarte 
2004). Die Aktivierung der Gliazellen in Netzhautkultur stellt dabei eine Folge der Axotomie 
bzw. Durchtrennung des optischen Nervs dar (Zhang 2002). Kuhrt (2004) beschreibt sogar 
eine subretinale Gliose in Netzhautkultur. Gliose und Fibrose stellen proliferative und 
reparative Wundheilungsprozesse im neuronalen Gewebe dar (Weller 1990). Zu den 
proliferierenden Zellen dieser Prozesse zählen neben Müllerzellen und Astrozyten auch RPE-
Zellen, Mikroglia, Makrophagen, Hyalozyten und Fibroblasten (Hiscott 1984, Guerin 1990, 
Fisher 1991, Esser 1993). 
Eine Apoptose der retinalen Ganglienzellen, die eine Folge der Axotomie darstellt, wurde 
durch zahlreiche Autoren bereits in den ersten Tagen der Kultur beobachtet (Johansson 2000, 
Engelsberg 2004, Katsuki 2004, Kuhrt 2004, Hartwick 2005, Xin 2006, Sugitani 2006, 
Homma 2007). Einige Autoren beschreiben ein Auswachsen der Neuriten in Netzhautkultur 
(Leng 2004, Cubillos und Lima 2006). 
 
13 
Einleitung   
 
 
 
Im Vergleich zur sich entwickelnden Netzhaut in vivo konnte eine zeitliche Verzögerung der 
Prozesse in Netzhautkultur beobachtet werden (Spence und Robson 1989, Rohrer und Ogilvie 
2003, Katyal 2004, Zelina 2005).  
 
 
2.2.2.5  Anwendungen der Netzhautkultur 
 
Die Netzhautgewebekultur stellt ein ideales System zum Studium synaptischer Strukturen 
(SassoePognetto 1996), von Zell-Zell-Interaktionen (Feigenspan 1993) und zur Analyse des 
Auswachsens von glialen und neuronalen Zellen dar (Kuhrt 2004).  
Die Netzhautkultur bietet zudem ein in vitro-System für elektrophysiologische Unter-
suchungen (Griff und Steinberg 1982, Feigenspan 1993, Perez-Leon 2003, Luke 2005, 2006). 
An embryonaler und neonataler Netzhaut in Kultur können retinale Differenzierungsprozesse 
bzw. die Entwicklung einzelner Netzhautzellen und der Aufbau retinaler Schichten in den 
ersten Lebenswochen untersucht werden (Tansley 1933, Lavail und Hild 1971, Caffé 1989, 
Soderpalm 1994, Rowe-Rendleman 1996, Johansson 2000, Pinzon-Duarte 2004, Katyal 2004, 
Ouchi 2005). In der Literatur sind zahlreiche Studien zur Entwicklung der Netzhaut in Kultur 
und der Rolle der Wachstumsfaktoren zu finden, wie CTNF (Roger 2007), BMP4 (Franke 
2006), BMP7 (Morcillo 2006), BDNF (Takano 2002, Avwenagha 2003, Martins 2005), TGF 
(Beier 2006), GDNF (Delyfer 2005), PEDF (Jablonski 2001), IGF (Homma 2007), LEDGF 
(Ahuja 2001), NGF (Rickman 1999) und FGF (Caffé 1993). 
Besonders interessant ist die Anwendung der Netzhautkultur, um krankheits- oder ver-
letzungsbedingte Prozesse in der Netzhaut zu analysieren und Therapieansätze zu erproben. In 
Netzhautkultur wurde der Überschuss des Ammoniaks wie bei Hepatitis (Bringmann 1998), 
Prozesse der PVR (proliferative Vitreoretinopathie) (Allamby 1997), die Folgen der 
Hyperämie (Metea und Newman 2007) sowie Ischämie (Nakajiama 2006, Catalani 2007), 
Stickoxide, die bei Diabetes eine Rolle spielen (Hartani 2006) oder die Folgen einer 
Toxoplasma ghondii Infektion (Moraes 2004) untersucht.  
Die Netzhautkultur wurden auch zur Testung von Toxinen verwendet, wie Pestizide 
(Paraoanu 2006), Lipopolysaccharide (Syed 2006), Gliatoxine (Germer 1997a) sowie 
Stickoxide und Peroxinitrite (Ito 2004, Layton 2005, Hartani 2006). Neben der Erprobung 
von Operationstechniken, wie dem ILM-Peeling (Leng 2004, Hoerauf 2006), kann die 
Netzhautkultur ebenso zur Analyse von Biomaterialien (Sueda 2006) und pharmazeutischen 
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Wirkstoffen (Katsuki 2004, Doonan 2005, Cossenza 2006, Syed 2006, Luke 2006) verwendet 
werden. Neben der Kultivierung der Netzhaut in serumhaltigen Medien (Germer 1997b, 
Johansson 2000, Pinzon-Duarte 2000) ist selbst die Netzhautkultur in serumfreien Medium 
zur Testung pharmakologischer Wirkstoffe geeignet (Rowe-Rendleman 1996, Caffé 2001, 
Cubillos und Lima 2006). 
Die Netzhautkultur als Vorstufe zur Netzhauttransplantation (Zhang 2002, Suzuki 2006, 
Engelsberg und Ghosh 2007) wurde ebenso untersucht wie die Möglichkeit der 
Netzhauttransfektion (Hatakeyama 2002, Katyal 2004, van Rossum 2006, Koizumi 2007). 
 
 
2.3  IMMUNHISTOLOGISCHE ANALYSE DER NETZHAUTKULTUR  
 
Um physiologische Vorgänge in Netzhautkulturen beurteilen zu können, stehen elektro-
physiologische Verfahren, wie patch clamp, histologische Methoden, aber auch biochemische 
Techniken wie PCR und Proteomics zur Verfügung. Während elektrophysiologische 
Messungen an Netzhautkulturen nicht die histologische Gesamtsituation des Gewebes 
erfassen können, ermöglichen die technischen Einschränkungen der PCR oder der 
Proteomanalyse keine Zuorndnung der ca. 55 einzelnen Zelltypen der Netzhaut (Masland 
2001). Die Analyse der Genexpression mittels PCR und Proteomanalyse ist nur durch 
Separation einzelner Netzhautschichten möglich (Nishizawa 1999, Alge 2003, Cavusoglu 
2003, Hauck 2003, Mckay 2004). Eine histologische und mikroskopische Analyse der 
Netzhautkultur liefert Informationen über die Ordnung der retinalen Schichten, die Anzahl der 
Zellkerne innerhalb der Netzhautschichten und die Dicke des gesamten Gewebes. 
Immunhistologische Färbungen erlauben eine Identifizierung einzelner Zelltypen.  
Da die Gliazellen, v.a. die Müllerzellen auf physiologische Veränderungen in der Netzhaut 
mit Hypertrophie, Migration und Proliferation reagieren, werden diese Zellen in 
Netzhautkultur oft als histopathologische Indikatoren verwendet. Die glialen Veränderungen 
von Zellform und Position schließen Veränderungen des Zytoskeletts bzw. der Intermediär-
filamentproteine ein (Pitz und Moll 2002). Intermediärfilamente tragen zur mechanischen 
Stabilität der Netzhaut sowie zur Ausbildung subretinaler Membranen bei (Sarthy and Ripps 
2001, Lundkvist 2004). Während Astrozyten als einziges IFP GFAP enthalten (Madigan 
1994), konnte für Müllerzellen eine Coexpression von GFAP und Vimentin nachgewiesen 
werden (Yuge 1995, Lewis 1999). Neben den Intermediärfilamentproteinen GFAP und 
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Vimentin stellt das Protein S100 ebenso einen typischen Gliazellmarker dar (He und Inomata 
1993, Yuge 1995). Das Enzym Glutaminsynthetase ist in der Netzhaut jedoch ausschließlich 
in Müllerzellen nachweisbar (Linser und Moscona 1979, Rothermel 2005, van Rossum 2006).  
 
 
2.3.1  GFAP in der Netzhaut 
 
GFAP (glial fibrillary acid protein) ist ein ~50 kD Intermediärfilament der Gliazellen (Inagaki 
1994). Über die Verteilung von GFAP in der gesunden und pathologisch veränderten 
Netzhaut sind unterschiedliche Ergebnisse in der Literatur zu finden.  
In den Müllerzellen der gesunden Netzhaut konnte GFAP nicht (Eisenfeld 1984), nur 
geringfügig in den vitrealen Endfüßen (Reichenbach 1999) oder entlang der radialen Fortsätze 
und Endfüße (Schnitzer 1988, Lewis 1995, 1999) nachgewiesen werden. Der Grund für die 
unterschiedlichen Ergebnisse könnte in der Wahl verschiedener mono- und polyklonaler 
Antikörper und der angewendeten Färbeprozedur liegen, da das GFAP nicht ein Protein 
darstellt, sondern aus einer Gruppe von Polypeptiden besteht (Schachner 1977, Eisenfeld 
1984, Bjorklund und Dahl 1885, Bjorklund 1985, Eng 1985).  
Eine GFAP-Zunahme in Müllerzellen wurde nach Netzhautverletzung- und degeneration 
(Ekstrom 1988, Sarthy und Fu 1989, Hartig 1995), Netzhautablösung (Lewis 1989, Guerin 
1990, Erickson 1992), bei AMD (Madigan 1994) und Ischämie (Lewis 1999) beobachtet. 
Während in der gesunden Säugernetzhaut weder Müllerzellen noch Mikrogliazellen eine 
eindeutige GFAP-Expression aufweisen, stellt GFAP einen eindeutigen Marker zur 
Darstellung der Astrozyten der NFL dar (Schnitzer 1987, Goldaracena 1997). 
Obwohl Winkler (2002) in der gesunden Schweinenetzhaut immunhistologisch GFAP in 
Astrozyten und entlang des gesamten Müllerzellkörpers beschreibt, konnte Mckay (2004) nur 
in der NFL und GCL eine GFAP nachweisen. In Müllerzellkultur ist GFAP im gesamten 
Zytoplasma zu beobachten (Lupien 2004). In Netzhautkultur zeigen die Müllerzellen eine 
Zunahme an GFAP über den Kulturzeitraum (Allamby 1997, Winkler 2002, Kuhrt 2004). 
 
 
2.3.2  Vimentin in der Netzhaut 
 
Vimentin ist ein ubiquitäres IFP mit Polypeptidketten von 52 bis 55 kD, das in Epithelien 
mesenchymalen und neuroektodermalen Ursprungs oft mit anderen IFP coexprimiert wird 
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(Lazarides 1980, Schnitzer 1981). In vitro-Studien, die eine deutliche Erhöhung der 
Vimentinexpression unter Umordnung der Vimentinfasern gezeigt haben, unterstützen die 
Annahme, dass Vimentin eine entscheidende Rolle bei Zellwachstum, Migration und 
Proliferation spielt (Lazarides 1980, Yoon 1998).  
In der gesunden Netzhaut aller Vertebraten enthalten die Müllerzellen Vimentin von der 
embryonalen Entwicklung bis zur Adoleszenz (Shaw and Weber 1983). Dabei ist reichlich 
Vimentin in den vitrealen Müllerzellendfüßen (Schnitzer 1981, Goldaracena 1997, Lewis 
1999) aber auch bis zur ONL in Coexpression mit GFAP zu finden (Winkler 2002).  
Während in Astrozyten der Kaninchen- und Rattennetzhaut Vimentin nachweisbar ist 
(Goldaracena 1997), wird für die Astrozyten der Netzhaut vom Hausschwein kein 
Vimentingehalt beobachtet (Winkler 2002). In unreifen und reaktiven Astrozyten wird eine 
Zunahme der Vimentin-Expression und eine Colokalisation von Vimentin und GFAP bzw. 
eine Anordnung zu Copolymeren beschrieben (Inagaki 1994).  
Die Netzhaut nach Ablösung vom RPE (Lewis 1995, Goldaracena 1997) sowie in Kultur 
(Jablonski 2000, Kuhrt 2004) zeigt eine erhöhte Vimentin-Expression in Müllerzellen. 
 
 
2.3.3  S100β-Protein in der Netzhaut 
 
S100-Proteine sind saure Ca2+-abhängige Proteine, die je nach proliferativem oder differen-
ziertem Stadium in Gliazellen exprimiert und kombiniert werden (Vincendon 1972, Molnar 
1985, Donato 1986, Seigel 1996). S100β, das in der Netzhaut in Müllerzellen und Astrozyten 
vorliegt (Terenghi 1983, He und Inomata 1993, Yuge 1995), kann dort als Marker 
perivaskulärer Gliazellen verwendet werden (Chan 1984, Kondo 1984, Yuge 1995), obwohl 
es Hinweise gibt, dass S100β auch in Ganglienzellen (He und Inomata 1993) und in äußeren 
Photorezeptorsegmenten zu finden ist (Chan 1984).  
Die Homodimerstruktur des S100β-Proteins stellt eine Brückenstruktur zwischen zwei 
Zielproteinen dar (Donato 2001) und reguliert die Proteinphosphorylierung und die Dynamik 
zytoskeletaler Proteine (Donate 1986, 1991, 2001). So bindet S100β nachweislich an GFAP 
und Vimentin-Monomere und inhibiert die Phosphorylierung und damit den GFAP/Vimentin-
Aufbau (Ziegler 1998, Garbuglia 1999). S100β spielt beim Auf- und Abbau der Mikrotubuli 
und damit beim Organellentransport (Azmitia 2002), Mikrotubuli-Endosomen-Interaktion und 
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dem Endosomentransport (Bomsel 1990, Garbuglia 1999), Zellteilung, -differenzierung bzw. 
-migration eine Rolle (Garbuglia 1999, Sanchez 2000, Donate 2001, Tamaskovic 2003).  
S100β kann von Gliazellen sezerniert werden und stimuliert so neuronales Überleben und 
Differenzierung und/ oder die Proliferation von Gliazellen (Donato 1991, 2001).  
Zum S100β-Proteins in der pathologisch veränderten Netzhaut beschreiben Terenghi (1983) 
eine vergleichbare Expression. Eine Zunahme des S100β-Levels kann in vivo bei gliotischen 
Prozessen, z.B. infolge der Alzheimerschen Erkrankung beobachtet werden (Marshak 1990). 
Während der glialen Proliferation kann extrazellulär eine erhöhte S100β-Konzentration 
festgestellt werden, während die intrazelluläre S100β-Proteinkonzentration bis zur Konfluenz 
nahezu gleichbleibend erscheint und nach dem Stadium der Postkonfluenz abnimmt 
(Labourdette und Marks 1975, Van Eldik und Zimmer 1987, Selinfreund 1990).  
 
 
2.3.4  Glutaminsynthetase in der Netzhaut 
 
Glutaminsynthetase übernimmt mit der Katalyse des neuronalen Transmitters Glutamat zu 
Glutamin (Stewart und Rosenberg 1979, Meister 1985) eine neuroprotektive Funktion, da 
Glutamat in hohen extrazellulären Konzentrationen eine neurotoxische Wirkung hat 
(Heidinger 1999, Izumi 1999, Kawasaki 2000). Während die retinalen Astrozyten keine GS 
exprimieren, im Gegensatz zu den Astrozyten des Gehirns (Tholey 1987), ist das Enzym im 
gesamten Müllerzellzytoplasma mit höchster Konzentration in den Endfüßen nachweisbar 
(Trachtenberg und Packey 1983, Lewis 1988, Patejunas und Young 1990, McKay 2004).  
Nach Netzhautablösung wird eine abnehmende GS-Expression (Lewis 1989, 1994), nach 
Glaukom eine zunehmende GS-Aktivität (Carter-Dawson 1998), nach Axotomie sowie bei 
PVR eine gleichbleibende GS-Expression beobachtet (McGillem und Dacheux 1999, Chen 
und Weber 2002). In Netzhautkultur ist eine GS-Expression der Müllerzellen beschrieben 
(Kuhrt 2004, Rothermel 2005, van Rossum 2006), wobei ein Anstieg der Enzymaktivität 
durch RPE oder Glucocorticoidhormone stimuliert werden kann (Patejunas und Young 1990, 
Germer 1997a) bzw. von Glutamat abhängig ist (Heidinger 1999, Kawasaki 2000).  
Eine reduzierte GS-Expression in Müllerzellkultur erklärt sich durch den fehlenden 
neuronalen Kontakt (Guidry 1996, McGillem 1998, Lupien 2004).  
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2.5  ZIELSETZUNG  
 
Ziel dieser Arbeit ist es verschiedene Netzhautgewebekulturmodelle zu etablieren und 
immunhistologisch per Mikroskopie und semiquantitativer Bildanalyse zu charakterisieren. 
Neben der morphologischen Beurteilung der Netzhautkulturen sollen Gliazellmarker wie 
GFAP, Vimentin, GS und S100 verwendet werden, da die Gliazellreaktion einen Indikator für 
physiologische Veränderungen in der Netzhaut darstellt. 
Unter Verwendung einer neuen Netzhautpräparationstechnik soll untersucht werden, ob die 
Netzhaut bereits zu Beginn der Kultur degenerative Merkmale zeigt. 
Für die statische Netzhautkultur im Brutschrank ist zu untersuchen, für welchen Zeitraum die 
Netzhaut kultivierbar und mit der Netzhaut zu Kulturbeginn bzw. mit der gesunden Netzhaut 
in vivo vergleichbar ist.  
Da bereits für andere Spezies bekannt ist, dass eine Cokultur der Netzhaut mit angrenzendem 
RPE für den Erhalt der Netzhautzellen von Vorteil ist, soll die Netzhauthaut vom Schwein 
ebenso in RPE-Cokultur durchgeführt werden. Da die lose Verbindung von Netzhaut und 
RPE beim adulten Hausschwein keine gemeinsame Präparation beider Gewebe ermöglicht, 
soll gezeigt werden, dass trotz getrennt präparierter Netzhaut und RPE/Choroidea in 
gemeinsamer Kultur ein positiver Effekt der RPE/Choroidea-Zellen auf die gliale Reaktion 
und den Erhalt der Photorezeptorzellen in Netzhautkultur erzielt werden kann. 
Für die Netzhautkultur ist die dynamische Kultur von Minuth zu erproben. Es ist 
anzunehmen, dass die dynamische Kultur, die eine bessere Sauerstoff- und Nährstoffver-
sorgung und in vivo-nahe Druckverhältnisse verspricht, einen positiven Effekt auf den Erhalt 
der Netzhautzellen in Kultur hat.  
Es ist bekannt, dass kultivierte Müllerzellen nach in vivo-Injektion gliotische Membranen 
induzieren und reichlich Kollagen I exprimieren. Es ist anzunehmen, dass auch in 
Netzhautkultur durch Applikation von Mülelrzellen auf die ILM eine gliotische Reaktion 
induzierbar ist. Desweiteren stellt sich die Frage, ob bereits Proteine der extrazellulären 
Matrix eine Gliose induzieren können, wie z.B. Kollagen I, dass von proliferierenden 
Müllerzellen, jedoch nicht von Müllerzellen der gesunden Netzhaut exprimiert wird. 
In immunhistologischer Analyse sind Gliosemerkmale in den Netzhautkulturen, 
Hypertrophie, Proliferation und Zunahme der IFP Müllerzellen.  
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3  MATERIALIEN UND METHODEN 
 
3.1  MATERIALIEN 
 
3.1.1  Präparation und Kultur von Netzhaut, RPE/Choroidea und Müllerzellen 
 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Augen vom Hausschwein Sus scrofa domesticus, 6 Monate alte Tiere  Schlachthof, 
Eschweiler 
Aqua bidest bidestilliertes Wasser (H2O) eigene Destillation 
DNase-SL 
 
Desoxyribonuklease Typ IV: aus der Bauchspeichel-
drüse vom Rind, 10.000 U/ml PBS 
SIGMA, Deisenhofen 
Eppendorf-Pipette ≤2 µl, ≤20 µl, ≤100 µl, ≤200 µl, ≤1000 µl; einstellbare 
Pipetten mit zugehörigen Einmalspitzen 
EPPENDORF, 
Hamburg 
Eppendorf-Reaktionsgefäß  Volumen: 0,5 ml; 1,0 ml; 2,0 ml SARSTEDT, 
Nümbrecht 
L-Glutamin 200 mM in 0,85 % NaCl-Lösung (v/v) GIBCO BRL, 
Eggenstein 
KCl zur Analyse, min. 99,5 % Gehalt, M=74,56 g/mol, MERCK, Darmstadt 
Mediumflaschen für 
dynamische Kultur 
500 ml, Glas, autoklavierbar SCHOTT, Mainz 
Mehrzweckbecher 100 ml mit Schraubverschluss, steril SARSTEDT,  
Nümbrecht 
MEM-Kulturmedium 2,8 mM L-Glutamin, 10 % NCS, 673 U/ml Penicillin, 
673 µg/ml Streptomycin  
eigene Herstellung 
MEM-Präparationsmedium Minimum Essential Medium Eagle mit Earle’s 
Balanced Salt Solution, ohne L-Glutamin, 500 ml  
GIBCO BRL, 
Eggenstein 
Minuthkultur Gradientenkammer, Perfusionskammer, Minusheets, 
Schlauchpumpe, Mediumflaschen, Silikonschläuche, 
Sterilfilter (autoklavierbar), Thermoplatte 
MINUCELLS und 
MINUTISSUE, Bad 
Abbach 
Minusheet Plastikringe zur Fixierung der auf NC-gebundenen 
Netzhautkultur in der Gradienten- bzw. 
Perfusionskammer, ∅ 13 mm 
MINUCELLS und 
MINUTISSUE, Bad 
Abbach 
6-er MTP  Falcon Multiwell mit 6 Vertiefungen, Flachboden, 
Bodenfläche 9,6 cm2, steril 
BECTON DICKIN-
SON, Franklin Lakes 
(USA) 
24-iger-MTP Falcon Multiwellmit 24 Vertiefungen, Flachboden, 
Bodenfläche 2,0 cm2, steril 
BECTON DICKIN-
SON, Franklin Lakes 
(USA) 
NaCl zur Analyse, min. 99,5 %, M=58,44 g/mol MERCK, Darmstadt 
Nagarse von Bacillus subtilis (Subtilisin Carlsberg), lyophili-
siert, M=26700 g/mol, ca. 5-10 DMC U/mg 
SERVA, Heidelberg  
Nagarse-SL 0,25 mg Nagarse/ ml 150 mM PBS eigene Herstellung 
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Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Nagarse-GL 0,05 mg/ml PBS  eigene Herstellung 
Na2HPO4.2 H2O di-Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat, zur Analyse, 
min. 99,5 %, M=177,99 g/mol 
MERCK, Darmstadt 
NCS  Newborn Calf Serum, von bis zu 7 Tage alten 
Kälbern, Mycoplasmen- und Virenfrei 
GIBCO BRL, Paisley, 
(Schottland) 
Nitrozellulose 0,45µm Porengröße Schleicher & Schüll, 
Dassel 
150 mM PBS 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 8 mM Na2HPO4.2 H2O in 
Aqua bidest, pH 7,4 
eigene Herstellung 
Penicillin-Streptomycin-
Lösung 
10.000 U Penicillin/ml, 10.000 µg Streptomycin/ml 
0,9 % NaCl, steril (γ-Strahlung), in Zellkultur getestet 
SIGMA, Deisenhofen 
Präparationsbesteck (1) Augenpinzette 0,7 mm, (2) Augenpinzette 1,2 mm, 
(3) Fixierpinzette ohne Spore, (4) Augenschere 
kniegebogen, spitz-stumpf, 11,5 cm 
GEUDER, Heidel-
berg 
Schraubdeckelgefäß 30ml 30 ml, flacher Boden, Schraubverschluss, Skalierung, 
Länge 84 mm, ∅ 30 mm, PP (Polypropylen), steril 
SARSTEDT, 
Nümbrecht 
Skalpell Nr.11 steril, schräge Klinge, für einmaligen Gebrauch PFM, Köln 
Skalpell Nr.23 steril, abgerundete Klinge, für einmaligen Gebrauch PFM, Köln 
Trypsin SL 2,5 %-ige Lösung (v/v), aus Rinderpankreas: 0,5 g 
Trypsin + 20 ml Lösung A (pro l: 0,4 g/l KCl; 2,2 g 
NaHCO3; 6,8 g NaCl; 1,0 g Glucose; 5 mg Phenolrot) 
GIBCO BRL, Paisley, 
Schottland 
Trypsin-EDTA-GL 0,25 % Trypsin-SL, 0,25 % EDTA in PBS (v/v) eigene Herstellung 
Zentrifugenröhrchen Cellstar, 50 ml, Polypropylene GREINER BIO-ONE, 
Frickenhausen 
 
 
3.1.2  Histologische Aufarbeitung von Netzhautkulturen 
 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Ausgießförmchen  aus Edelstahl für die Paraffineinbettung,  
24 x 24 x 5 mm 
VOGEL, Gießen 
Ausgießstation  zur Paraffineinbettung, Histocentre3 THERMO ELEC-
TRON, Dreieich 
Becherglas 600 ml, 1000 ml SCHOTT, Mainz 
Deckgläschen mikroskopische Deckgläser, Borosilikatglas,  
24 x 32 mm 
ENGELBRECHT, 
Edermünde 
Einbettkapsel zur Paraffineinbettung, Tissue Cassettes IV THERMO ELEC-
TRON, Dreieich 
Eosin G gelblich, 0,1 % in Aqua bidest. MERCK, Darmstadt 
Formalin Para-Formaldehyd-Lösung (4%), neutral gepuffert, 
zur Fixierung von Zellen und Geweben 
Apotheke der RWTH, 
Aachen 
Histo Clear Xylolersatzmedium (1,4-Dimethylbenzol) RA LAMB, London 
(UK) 
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Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Histoplast Einbettmittel, Paraffinpastillen THERMO SHAN-
DON, Pittsburgh 
Mayer’s Hämalaun morphologische Färbung fixierter Zellen  MERCK, Darmstadt 
Objektträger Glas, 76 x 26 mm/ 3 x 1 inch, geputzt, geschnitten, 
Mattrand 
ENGELBRECHT, 
Edermünde 
Parafilm M Verschlussfolie BRAND, Wertheim 
Pasteurpipette 10 ml Einweg-Plastikpipette BRAND, Wertheim 
Poly-L-Lysin 0,1 % in H2O (w/v) + 0,01 % Thimerosal SIGMA, München 
Einbettkassette Tissue-TEC-Kapsel zur Paraffineinbettung, weiß THERMO SHAN-
DON, Pittsburgh 
Vitro-Clud  Eindeckelmedium auf Xylolbasis R. LANGENBRINK, 
Emmedingen 
Xylol Dimethylbenzol, C3H10, 99,8 %, MW=106,17 g/mol Apotheke der RWTH, 
Aachen 
 
 
3.1.3  Immunhistologie von Netzhautkulturen 
 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Anti-GFAP1 monoklonal, Maus, G-3893 SIGMA, München 
Anti-GFAP2 monoklonal, Maus, M-0761 DAKO, Hamburg 
Anti-S100β-Protein polyklonal, Kaninchen, Z-0311 DAKO, Hamburg 
Anti-GS polyklonal, Kaninchen, G-2781 SIGMA, München 
Anti-Vimentin1 monoklonal, Maus, V-5525 SIGMA, München 
Anti-Vimentin2 monoklonal, Maus, V-6630 SIGMA, München 
Anti-IgG Alexa Fluorms Alexa Fluor 488, monoklonal, Maus MOBITEC, Göttingen
Anti-IgG Alexa Fluorrb Alexa Fluor 488, monoklonal, Kaninchen MOBITEC, Göttingen
BSA Bovines Serum Albumin, hitzeschockfraktioniert SIGMA, München 
Coverplate Einwegkammer für die Immunfärbung THERMO E.C., 
WALTHAM, USA 
DAPI 4’, 6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid MERCK, Darmstadt 
DAPI-GL 350 µg DAPI/ ml 50 % Ethanol (in PBS; v/v) eigene Herstellung 
Färbekammer Maßanfertigung private Werkstatt 
Glycerin für die Fluoreszenzmikroskopie MERCK, Darmstadt 
NGS Normal goat serum (Ziegenserum) SIGMA, München 
PBS 50 mM 8,9 g Na2HPO4 x 2H2O, 8 g NaCl ad 1 l Aqua bidest,  
pH 7,4 
eigene Herstellung 
Zitratpuffer 10 mM in bidest, pH 6,0 MERCK, Darmstadt 
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3.1.4  ECM-Protein-Einfluss in Müllerzell- und Netzhautkultur 
 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
BRADFORD-Reagenz 100 mg Coomassie Brilliant Blau G-250, 100 ml 85 % 
Phosporsäure, 20 ml 70 % Perchlorsäure ad. H20 
SIGMA, München 
FDA-SL 5 mg FDA pro ml Aceton eigene Herstellung 
FDA-PI-GL 20 µl FDA-SL + 20 µl PI-SL ad 1,2 ml 150 mM PBS eigene Herstellung 
Fibronektin aus humanem Plasma, lyophylisiert, zellkulturgetestet SIGMA, München 
Fibronektin-SL 0,1 mg/ml PBS eigene Herstellung 
Fluoresceindiacetat (FDA) Färbung vitaler Zellen, kristallin, C24H16O7, MW=416,4 
g/mol, Fluorescein emittiert grünes Licht bei λ=485 nm 
SIGMA, München 
Glasrhonden Mikroskopische Deckgläschen, Borosilikatglas,            
∅ 12 mm 
KARL HECHT, 
Sondheim/Rhön 
Kollagen I Kollagen R, Typ I, aus Rattenschwanz, Mr=300 kD,      
2 mg Kollagen I pro ml 0,1 % Essigsäure (6,67 µM) 
SERVA, Heidelberg 
Kollagen IV von der Basalmembran des Engelbreth-Holm-Swarm-
Sarcoms der Maus, lyophilisiert 
SIGMA, München 
Kollagen IV-SL 0,5 mg/ml (0,025 % Essigsäure in PBS [v/v]) eigene Herstellung 
NaOH-Lösung 0,5 M in Aqua bidest eigene Herstellung 
PI (Propidiumiodid) Färbung nekrotischer Zellen, min. 95 %, C27H34N4I2, 
MW=668,4 g/mol, PI emittiert rotes Licht bei λ=530 nm 
SIGMA, München 
PI-SL 0,5 mg PI in 1 ml 150 mM PBS, Lagerung bei –20 °C  eigene Herstellung 
 
 
3.1.5  Software 
 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
AdobePhotoshop cs Bildbearbeitungssoftware (Version 8.0.1)  ADOBE, San Jose 
Diskus 
(Bildverarbeitungssoftware) 
zur mikroskopischen Dokumentation am 
Auflichtmikroskop Polyvar 
TECHN. BÜRO HIL-
GERS, Königswinter 
Jasc Paint Shop Pro Bildbearbeitungssoftware (Version 8.00) ADOBE, San Jose 
SPSS-Software Software zur statischen Analyse per PC SPSS SCIENCE, 
Chicago (USA) 
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3.1.6  Geräte 
 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Auflichtmikroskop, Polyvar  5 Objektive (2,5/10/25/40/100) und Fluoreszenzvorrich-
tung (Quecksilberdampflampe, 495 nm Filter), Her-
steller: Reichert-Jung, Heidelberg  
LEICA, Bensheim 
Begasungsbrutschrank Typ 3111, mit Wasserkreislauf (Temperaturstabilität) 
und Kupfermantel (Sterilität), CO2-Begasung 
FORMA SCIENCE, 
Marietta (USA) 
B1 Modul Auflichterregungsfilter: Blau, BP 450-495 nm; Di-
chroitischer Spiegel DS 510 nm; Sperrfilter: LP 520 nm 
REICHERT & JUNG, 
Heidelberg 
Digitalkamera KY-F70B JVC, Friedberg  
Einbettautomat zur Paraffineinbettung, Modell VIP 2050/V2 BAVIMED, Birkenau
Inverses 
Durchlichtmikroskop 
Typ ICM 405, zur Untersuchung der Zelldichte von 
Müllerzellen in Zellkulturflaschen 
ZEISS, Oberkochen 
Ismatec-Pumpe  Typ ISM 931, für Minuthkultur, Schlauchpumpe, 
Planetenantrieb (Hersteller: Ismatec GmbH, Wertheim-
Mondfeld) 
MINUCELLS and 
MINUTISSUE, Bad 
Abbach 
Paraffinstreckbad Typ TFB 45, Temperaturbereich: +30 °C bis + 90 °C MEDITE, Burgdorf 
Schlittenbahnmikrotom Model HM 40 (Hersteller: REICHERT & JUNG, 
Heidelberg) 
LEICA, Bensheim 
Thermoplatte Medax-Thermoplatte für Minuthkultur (Hersteller: 
Ismatec GmbH, Wertheim-Mondfeld) 
MINUCELLS and 
MINUTISSUE, Bad 
Abbach 
Tischautoklav Kammervolumen 21 Liter SYSTEC, Wettenberg
Photometer UV/Visible Spektrophotometer, Ultraspec 3000 PHARMACIA BIO-
TECH, Cambridge 
V1 Modul Auflichterregungsfilter: Schmalband, Violett, BP 405/8; 
Dichroitischer Spiegel DS 420; Sperfilter: LP 418 
REICHERT & JUNG, 
Heidelberg 
Wärmeschrank mit Frischluftzufuhr, Typ ULE 400 MEMMERT, 
Schwabach 
Zentrifuge Varifuge 3.2 RS HEREAUS SEPA-
TECH, Osterode 
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3.2  METHODEN 
 
3.2.1  Präparation von Netzhaut und RPE/Choridea  
 
Zur Gewinnung von Netzhaut und retinalem Pigmentepithel (RPE) für die Gewebekultur 
werden beide Gewebe aus Augen adulter Hausschweine (Sus scrofa domesticus) präpariert. 
Die frisch enukleierten Augen wurden bis zur Präparation in gekühltem PBS (150 mM) im 
Dunkeln aufbewahrt. Da das retinale Pigmentepithel nicht als geschlossene Zelllage präpariert 
werden konnte, wurde das RPE gemeinsam mit der angrenzenden Bruchschen Membran und 
der ebenfalls pigmentierten Choroidea isoliert. Das in dieser Arbeit bezeichnete RPE bein-
haltet also immer die angrenzende Bruchsche Membran und Choroidea. 
 
 
Abb. 6: Die gesäuberten 
und sterilen Bulbi werden 
im Mehrzweckbecher mit 
sterilem PBS aufbewahrt. 
Abb. 7: Per Einstich mit 
einem Skalpell im Be-
reich der Pars plana wird 
der Bulbus geöffnet. 
1. Säubern und Sterilisieren des Auges: 
Die Augen werden zunächst mittels Schere 
und Pinzette von umliegenden Geweberesten 
gesäubert und anschließend in einen Mehr-
zweckbecher mit sterilem PBS gelegt. Unter 
der Sterilbank werden die Augen für 2 min in 
einen Mehrzweckbecher mit 70 % Ethanol 
(v/v) und anschließend in einen Becher mit 
sterilem PBS gebracht (Abb. 6). 
2. Öffnen des Augapfels: Das Auge wird auf 
die sterile Unterlage (Keramikfliese) ge-
bracht. Zunächst wird der Bulbus mittels 
Skalpell Nr. 11 im Bereich der Pars Plana 
geöffnet (Abb. 7). An der Einstichstelle 
beginnend wird der Augapfel konzentrisch 
zwischen Pars plana und Ora serrata mit einer 
 
Abb. 8: Der Augapfel 
wird mittels Schere auf-
geschnitten. 
Abb. 9: Der abgetrennte, 
vordere Augenabschnitt 
wird verworfen. 
Schere aufgeschnitten (Abb. 8, 9) und ein Einschnitt vom Schnittrand bis zum Sehnerv gesetzt 
(Abb. 10, 11). 
3. Präparation der Netzhaut: Das Auge wird mittels Zeigefinger und Pinzette umgestülpt 
(Abb. 12). Deutlich ist die rosige Netzhaut mit Blutgefäßen zu sehen, die locker auf dem 
schwarzen RPE aufliegt. Glaskörperreste werden mittels Pinzette von der Netzhaut entfernt. 
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Abb. 10: Der Einschnitt 
beginnt an der Ora serra-
ta (Schnittrand). 
Abb. 11: Der Bulbus 
wird bis zum Sehnerv 
aufgeschnitten. 
 
Abb. 12: Dem umge-
stülpten Bulbus liegt 
außen die Netzhaut auf. 
Abb. 13: Die Netzhaut 
wird vom Bulbus im 
Bereich des Sehnervs 
abgetrennt. 
 
Abb. 14: Die  abgetrenn-
te Netzhaut liegt mit der 
ILM nach unten auf der 
Keramikfliese auf. 
Abb. 15: Die Netzhaut 
wird mit sterilem PBS 
mehrmals gewaschen. 
Auf die mit PBS befeuchtete, sterile Kera-
mikplatte wird der Bulbus mit der Netzhaut 
nach unten gelegt. Die Netzhaut kann nun 
durch Abspülen mit PBS vom RPE gelöst 
werden. Mit einem Skalpell Nr. 11 wird die 
Netzhaut vom Bulbus im Bereich des 
Sehnervs abgetrennt (Abb. 13, 14). 
4. Reinigung der Netzhaut: Die mit der ILM 
nach unten liegende Netzhaut wird mehrmals 
durch Spülen mit sterilem PBS und seit-
lichem Absaugen mit einem Papiertuch von 
RPE-Resten befreit (Abb. 15). 
5. Immobilisierung der Netzhaut auf 
Nitrozellulose (NC): Auf die Netzhaut wird 
eine sterile NC-Membran aufgelegt (Abb. 
16). Die NC, auf der die Netzhaut mit der 
skleralen Seite haftet, wird nun vorsichtig 
umgedreht und kann für die Kultivierung im 
Brutschrank oder in der Minuthkammer 
vorbereitet werden. 
6. Präparieren des RPEs: Das schwarz er-
scheinende RPE samt Choroidea wird mit 
einem Schaber von der Lederhaut präpariert. 
Dafür wird der umgestülpte Bulbus auf den 
Zeigefinger gesetzt und das RPE vorsichtig 
Stück für Stück von der Ora serrata zum 
Sehnerv hin abgeschabt (Abb. 17). Sobald 
das RPE und Choroidea nur noch am Sehnerv 
mit dem Bulbus verbunden sind, werden sie 
mit einer Pinzette ausgebreitet und vom 
Sehnerv abgetrennt (Abb. 18, 19).  
 
Abb. 16: Für die Netz-
hautkultur ohne RPE 
wird die NC auf die 
Photorezeptorschicht der 
Retina aufgelegt. 
Abb. 17: Das dunkle 
RPE samt Choroidea 
wird mittels Schaber von 
der weißlichen Sklera 
getrennt. 
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Abb. 18: Das RPE ist 
von der Choroidea ge-
trennt und nur noch im 
Bereich des Sehnervs mit 
dem Bulbus verbunden. 
Abb. 19: Das präparierte 
RPE samt Choroidea 
wird auf der Keramik-
fliese ausgebreitet. 
 
Abb. 20: Die Netzhaut 
(oben) und das RPE 
(unten) liegen beide mit 
der apikalen Seite der 
Keramikfliese auf. 
Abb. 21: Die NC wird 
auf die basale Seite des 
RPEs aufgelegt. 
7. Zusammenführung von Netzhaut und 
RPE: Netzhaut und RPE werden auf der 
Unterlage in gleicher Orientierung ausge-
richtet (apikal: unten, basal: oben) (Abb. 20). 
Auf die basale Seite des RPE-Choroidea-
Komplexes wird die NC aufgelegt (Abb. 21). 
Das an der NC haftende RPE wird nun 
vorsichtig mittels Pinzette aufgenommen und 
entsprechend der in vivo-Orientierung auf die 
Photorezeptorschicht der Netzhaut aufgelegt 
(Abb. 22). Das Netzhaut-RPE/Choroidea-
NC-Paket wird nun umgedreht (Abb. 23) und 
in Stücken von 10 x 10 mm zugeschnitten.  
In Kultur wurde die Netzhaut gebracht, die 
mehr als 5 mm vom optischen Nerv entfernt 
vorliegt. 
 
Die Methode zur Gewinnung von Netzhaut 
und RPE/Choroidea nach Caffé (1989) wurde 
in dieser Arbeit modifiziert, indem der 
Augenbulbus umgestülpt wird und Netzhaut 
und RPE/Choroidea getrennt präpariert 
werden (Abb. 16). Nach Caffé (1989) werden 
Netzhaut und RPE samt Choroidea in einem 
Präparationsschritt gemeinsam isoliert, was 
für die vorliegenden Augen technisch nicht 
realisierbar war. Da die Netzhaut nur im 
Bereich der Ora serrata und des Sehnervs fest 
 
Abb. 22: Das an die NC 
gebundene RPE wird mit 
der apikalen Seite auf die 
basale Grenze der Netz-
haut gelegt. 
 
Abb. 23: Das Netzhaut-
RPE/Choroidea-Nitro-
zellulose-Paket (apikal-
oben, basal-unten) kann 
nun in Kultur gebracht 
werden. 
mit der Sklera verbunden ist, löst sich die Retina bereits nach dem Öffnen des Auges vom 
RPE (Abb. 16) und erschwert die gemeinsame Isolierung beider Gewebe in ursprünglicher 
Orientierung. Die Abtrennung des RPEs und Choroida von der Lederhaut hingegen erfordert 
den Einsatz eines scharfen Schabers (Abb. 21). Die getrennt präparierten Gewebe, Netzhaut 
und RPE/Choroidea, werden zur Cokultur entsprechend der in vivo-Orientierung übereinander 
gelegt (Abb. 22, 23).  
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3.2.2  Kultur der Netzhaut mit und ohne RPE/Choroidea 
 
Da Zellen in einem geschlossenen Kultursystem die Bestandteile des Kulturmediums 
verbrauchen und sich Stoffwechselprodukte und abgestorbene Zellen bzw. Zellreste im 
Medium ansammeln, ist ein regelmäßiger Austausch des Kulturmediums erforderlich. Im 
Brutschrank wird die Netzhautkultur alle 12 bis 24 h mit frischem Kulturmedium versorgt. In 
der dynamischen Kultur erfolgt der Mediumaustausch kontinuierlich.  
 
 
3.2.2.1  Statische Netzhautkultur (Begasungsbrutschrank) 
 
Die statische Netzhautkultur und Netzhaut-RPE-Cokultur 
erfolgt im Begasungsbrutschrank bei 37 °C und 5 % CO2-
Begasung. Dafür wird die auf NC gebundene Netzhaut 
bzw. das Netzhaut-RPE-Paket mit der apikalen Seite nach 
oben auf Edelstahlbänkchen in einer 6-er MTP aufbewahrt 
(Abb. 24). Die Vertiefung der MTP wird so weit mit 
Kulturmedium gefüllt, dass die Netzhaut von unten mit 
Medium und von oben mit Luft in Kontakt steht. Dabei 
darf sich die Netzhaut nicht von der NC ablösen.  
In statischer Kultursystem wurde die Netzhaut für  einen,  
3 und  5 Tage und  die Netzhaut-RPE-Cokultur  für 3 Tage 
kultiviert. 
 
Abb. 24: Für die statische Kultur 
wird die Netzhaut-RPE-Rekombi-
nation auf Edelstahlbänkchen in 
eine 6er MTP mit Kulturmedium 
gebracht. 
 
 
3.2.2.2  Dynamische Netzhautkultur (Minuthkammer) 
 
Das dynamische Minuthkultursystem bietet durch einen kontinuierlichen Austausch des 
Kulturmediums gegenüber der statischen Kultur verbesserte in vitro-Bedingungen (Sittinger 
1997, von Woedtke 2002, Minuth 2004). Studien an Zellkulturen haben gezeigt, dass der 
Druck in der Minuthkammer, der durch die Strömungsgeschwindigkeit entsteht, die in vivo-
Situation eher simuliert als die Brutschrankkultur unter Luftdruck (Minuth 2000).  
Das dynamische Kultursystem besteht aus (Siehe Abb. 25): 
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1) Mediumflaschen mit frischem, eisgekühltem Kulturmedium, 
2) einer Ismatec-Schlauchpumpe mit Planetenantrieb, über die der Mediumstrom durch 
Silikonschläuche mit 1ml/h in die Kulturkammer befördert wird, 
3) einer Zellkulturkammer, in der Kulturen einerseits mit dem Mediumstrom in Verbindung 
stehen und auf der anderen Seite verbrauchtes Medium abtransportiert wird, 
4) einer Thermoplatte, auf der die Minuthkammer steht und konstant bei 37°C erwärmt wird, 
5) Abfallflaschen, die über Silikonschläuche mit der Minuthkammer verbunden sind und das 
verbrauchte Medium aufnehmen 
 
Abb. 25a: Dynamisches Kultursystem 
besteht aus: 1. Mediumflaschen mit 
frischem Kulturmedium auf Eis, 2. Isma-
tec-Pumpe, 3. Thermoplatte, 4. Minuth-
kammer, 5. Abfallflaschen für verbrauch-
tes Kulturmedium) 
Abb. 25b: Gradientenkammer 
mit 6 Netzhautkulturen, die über 
separate Silikonschläuche ober-
und unterhalb mit Kulturme-
dium versorgt werden. 
Abb. 25c: Perfusionskammer 
mit 6 Netzhautkulturen, die in 
Minusheets gespannt in senk-
rechter Orientierung vom Kultur-
medium durchströmt werden. 
 
 
5   4   3   2   1 
 
In dynamischer Kultur wurden zwei Minuthkammern verwendet: In der Gradientenkammer 
werden die  Minusheets so eingelegt, dass  die apikale Netzhautseite  nach oben zeigt und  die  
Netzhaut kontinuierlich durch den unteren und oberen 
Mediumstrom versorgt wird (Abb. 25b). In der Perfusions-
kammer werden die Minusheets senkrecht eingebracht, so dass 
der Mediumstrom von der basalen zur vitrealen Seite durch 
die Schichten der Netzhaut hindurchfließt (Abb. 25c). Für die 
dynamische Kultur wird die auf NC fixierte Netzhaut bzw. 
Netzhaut-RPE-Cokultur in Minusheets eingebracht, um eine 
örtliche Fixierung des NC-Gewebe-Paketes in der 
Kulturkammer zu gewährleisten. Der Faden an einem der 
beiden Minusheets wird benötigt, um die beiden Ringe nach 
der Kultur voneinander trennen zu können (Abb. 26a). 
 
 
Abb. 26a: Das Netzhaut-RPE-
NC-Paket wird zwischen zwei 
Minusheetringe fixiert. 
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3.2.3  Primäre Müllerzellkultur 
 
Die Isolierung und Kultivierung der Müllerschen Gliazellen aus den Augen adulter 
Hausschweine erfolgt nach der Methode von Guidry (1997), die im Institut für Pathologie 
(RWTH Aachen) 1997 modifiziert und etabliert wurde. 
 
 
3.2.3.1  Präparation primärer Müllerzellen für die Kultur 
 
Die Netzhautpräparation erfolgt wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben. Pro Präparationstag 
werden 12 Augen zur Gewinnung Müllerscher Gliazellen verwendet. Bis zur weiteren 
Verarbeitung werden die isolierten Netzhäute paarweise in ein Loch einer 6-er MTP 
(Mikrotiterplatte) mit MEM-Präparationsmedium gebracht.  
1. Vorbereitung der Nagarse-Lösung: Ein Eppendorfreaktionsgefäß mit 0,5 ml Nagarse-
SL für je 2 Augen wird frisch aufgetaut und mit 2 ml 150 mM PBS in einem Loch einer 6-
er MTP verdünnt. Die MTP wird für 10-15 min in den Brutschrank bei 37 °C gestellt. 
2. Partieller Verdau in Nagarse: Die präparierten Retinae werden in die vorbereitete 
Nagarse-GL überführt (2 Netzhäute pro Loch) und für 30 min im Brutschrank inkubiert. 
Das Enzym Nagarse schädigt die empfindlicheren, neuronalen Zellen.  
3. Vorbereitung der DNase-GL: Während des Nagarse Verdaus wird die DNase-GL 
vorbereitet. Pro 2 Netzhäute werden 40 µl der DNase-SL in 6 ml MEM-Präparations-
medium in einem Mehrzweckbecher suspendiert. 
4. DNase-Verdau extrazellulärer DNA: Die Nagarse-GL wird aus der 6-er MTP abgesaugt 
und mehrmals mit je 4 ml 150 mM PBS gewaschen. Die Netzhäute von 2 Augen werden 
mittels Pinzette in ein 2 ml Eppendorfgefäß gebracht und DNase-GL eingefüllt. Mit einer 
1000 ml Eppendorfpipette wird das Gewebe zusammen mit der DNase-GL mehrmals in 
die Pipettenspitze aufgezogen. Anschließend wird die Zellsuspension in einer 
Tischzentrifuge 5-10 Sekunden zentrifugiert und der Überstand verworfen. Der Vorgang 
wird mehrmals wiederholt, bis die DNase-GL verbraucht ist.  
5. Herstellung der Zellsuspension und Kultur: Die Zellsuspension von 6 Eppendorf-
gefäßen (entspricht der Netzhaut von 12 Augen) wird in 30 ml MEM-Kulturmedium 
gebracht. Von dieser Zellsuspension werden 10 ml pro Kulturflasche oder 1 ml pro 
Vertiefung einer 6-er MTP mit Glasrhonden überführt und im Begasungsbrutschrank 
kultiviert. 
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6. Kultur und Pflege der Müllerzellen: Die Zellen setzen sich nach 4-7 Tagen auf dem 
Kulturboden ab. Zwei Tage nach der Präparation werden die Zelltrümmer durch einen 
Mediumwechsel aus der Kultur entfernt.  
 
 
3.2.3.2  Kultur und Passage primärer Müllerzellen 
 
Die Versorgung der Müllerzellkulturen mit frischem Medium dient der Lebenserhaltung der 
Kulturen, da die Zellen in einem geschlossenen System die Bestandteile des Kulturmediums 
verbrauchen und sich Stoffwechselprodukte und abgestorbene Zellen bzw. Zellreste im 
ansammeln. Für die Müllerschen Gliazellen wird das MEM-Kulturmedium unter Zugabe von 
2,8 mM L-Glutamin, 9 % NKS (v/v), 712 U/ml Penicillin und 712 µg/ml Streptomycin 
verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgt im Begasungsbrutschrank bei 37 °C und 5 % 
CO2-Begasung. Der Wechsel des Kulturmediums erfolgt alle 2 bis 3 Tage, indem das ver-
brauchte Medium entfernt und l0 ml frisches Medium in die Kulturflasche gegeben wird.  
In Kultur wachsen die Müllerzellen unter optimalen Bedingungen nach 2-3 Wochen zu einem 
konfluenten Zellrasen, der zu diesem Zeitpunkt auf mehrere Kulturgefäße aufgeteilt bzw. 
passagiert werden kann. Zum Herstellen einer Subkultur wird das verbrauchte Medium aus 
der Zellkulturflasche abgesaugt und die Kultur mit 150 mM PBS gewaschen. Pro 
Kulturflasche werden 2 ml der Trypsin-EDTA-GL auf dem Zellrasen verteilt und 2 min im 
Begasungsbrutschrank (37 °C) inkubiert. Trypsin spaltet bestimmte Peptidbindungen von 
Proteinen und sorgt so für das Ablösen der Zellen von der Wachstumsunterlage und von 
benachbarten Zellen. Nachdem in lichtmikroskopischer Kontrolle festzustellen ist, dass sich 
die Zellen abkugeln, d.h. von der Wachstumsunterlage ablösen, wird die Kulturflasche gegen 
die Handinnenfläche geschlagen, um die Zellen von der Unterlage abzulösen. Die Trypsin-
Zellsuspension wird mit 8 ml Medium aufgenommen und in einem Zentrifugenröhrchen für 5 
min bei 1100 rpm unter RT zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Zellpellet in 
5 ml MEM-Kulturmedium resuspendiert. Nachdem die Zellzahl der Zellsuspension per 
Neubauer-Zählkammer bestimmt wurde, kann die Zellsuspension mit MEM-Kulturmedium 
aufgefüllt und auf neue Kulturflaschen bzw. MTP verteilt werden. 
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3.2.4  Induktion glialer Proliferation (Gliose) in Müllerzellkultur  
 
Für Proteine der extrazellulären Matrix (ECM) wird ein modifizierender Einfluss auf die 
Gliose diskutiert (siehe Einleitung). Die Kultur von Müllerzellen in Anwesenheit von 
Kollagen I, IV und Fibronektin soll zeigen, ob sich Morphologie oder Proliferationsverhalten 
der Zellen ändern.  
 
3.2.4.1  Versuchsaufbau und Durchführung 
 
Die Müllerzellen werden in eine 24-iger Mikrotiterplatten passagiert und für eine Woche im 
Begasungsbrutschrank kultiviert. Nachdem die Müllerzellen einen semikonfluenten Zellrasen 
gebildet haben, wird das MEM-Kulturmedium entfernt und eine ECM-Protein/ MEM-
Kulturmedium-Verdünnung auf die Zellen gegeben. Für Fibronektin, Kollagen I und IV 
werden Verdünnungen von 10, 50 und 100 µg pro ml MEM-Kulturmedium auf die 
Müllerzellkulturen appliziert und für 1 bis 2 Tage kultiviert. Nach der Kultur der Zellen 
erfolgt die qualitative Beurteilung per Vitalfärbung und Hämalaunfärbung. Die Zellzahl bzw. 
Zelldichte der Kulturen wird indirekt über den Proteingehalt nach Bradford bestimmt und 
stellt den Messparameter zur Beurteilung der Mitoseaktivität bzw. Zellproliferation dar. 
Pro Proteinverdünnung und Proteintyp wurde eine 4-fache Bestimmung der Vitalfärbung und 
Proteinbestimmung durchgeführt. Die Versuche wurden zu einem späteren Zeitpunkt 
nocheinmal mit frisch präparierten Müllerzellen wiederholt. 
 
 
3.2.4.2  Mikroskopische Auswertung nach Vitalfärbung  
 
Mit Hilfe der Vitalfärbung ist es möglich, lebende Zellen von nekrotischen bzw. toten Zellen 
in Zellkulturen zu unterscheiden.  
Färbeprinzip: In einer vitalen Zelle wird FDA (Fluoresceindiacetat) von Zellmembran-
esterasen umgesetzt und erzeugt unter UV-Licht eine grünfluoreszierende Färbung. Da die 
Membran nekrotischer oder toter Zellen permeabler ist, dringen PI (Propidiumiodid)- 
Moleküle in die Zelle ein und heften sich an DNS und RNS und färben diese rot-orange. In 
der Vitalfärbung können die Kriterien Zellvitalität bzw. Zelltod, Zellwachstum/ 
Zellproliferation, Zellteilung bzw. Zelldichte und die Zellausbreitung beurteilt werden.  
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Durchführung: Die verwendete Färbelösung (FDA/PI-GL) ist nur begrenzt haltbar und wird 
für jede Färbung frisch hergestellt. Nach Kultur der Müllerzellen wird das Kulturmedium 
entfernt und einige Tropfen der Färbelösung auf die Zellen gegeben. Nach 20 Sekunden wird 
die Färbelösung dekantiert und die Vitalität der Müllerzellkultur per Fluoreszenzmikroskopie 
analysiert bzw. mittels Digitalkamera und Diskus dokumentiert. 
 
 
3.2.4.3  Mikroskopische Auswertung nach Hämalaunfärbung 
 
Zur Beurteilung der Zellmorphologie der Müllerzellkulturen erfolgt im Anschluss an die 
Vitalfärbung die Hämalaunfärbung mit Mayer’s saurem Hämalaun.  
Hämalaun färbt im alkalischen Milieu basophile Strukturen (z.B. Zellkerne) intensiv blau, 
indem das positiv geladene Hämalaun an die negativ geladenen Phosphatgruppen der 
Nukleinsäuren bindet. Da im Zytoplasma nur geringe Mengen an DNS und RNS zu finden 
sind, färbt sich dieses nur schwach graublau. 
Durchführung: Direkt im  Anschluß an  die  Vitalfärbung werden die Müllerzellkulturen in  
4 % Paraformaldehydlösung (v/v) für 1 h bei RT fixiert. Nach dem Fixieren werden die 
Zellen in der Hämalaunlösung (Mayer’s Hämalaun) für 10 min inkubiert. Anschließend 
erfolgt das „Bläuen“ der Zellen in warmen Leitungswasser für 20 min. Nach dem Luft-
trocknen der gefärbten Kulturen wird das Zellbild lichtmikroskopisch per Auflichtmikros-
kopie beurteilt und mittels Digitalkamera und Diskus dokumentiert. 
 
 
3.2.4.4  Quantitative Auswertung durch Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Proliferation und Mitoseaktivität können mit unterschiedlichen Methoden bestimmt werden. 
Ein quantitatives Kriterium ist der relative Proteingehalt einer Testkultur zur Kontrollkultur. 
Die ermittelten Proteinwerte der Kontrollkulturen werden einem Proteingehalt von 100% 
gleichgesetzt und mit den gemessenen Proteinwerten der zu prüfenden Probe verglichen.  
Durchführung: Nach Dekantieren des Mediums von den Müllerzellkulturen werden 500 µl 
einer 0,5 M NaOH-Lösung pro Vertiefung einer 24-iger MTP gegeben und für 24 h 
geschüttelt. Von dem Hydrolysat werden 500 µl entnommen und mit 2000 µl Reagenz nach 
Bradford gemischt. Gegen einen Referenzwert (500 µl 0,5 M NaCl + 2000 µl Reagenz) wird 
nach 3 min am Spektralphotometer die Extinktion bei 595 nm colorimetrisch erfasst. Die 
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gemessene Extinktion der Kontrollkulturen wird einem Wert von 100% gleichgesetzt und den 
Werten der Kulturen, die unter Zugabe von ECM-Proteinen kultiviert wurden gegenüber-
gestellt. Die zugefügte ECM-Proteinmenge kann vernachlässigt werden. 
 
 
3.2.5  Induktion einer gliotischen Netzhautkultur 
 
Da aus der Fachliteratur bekannte ist, dass vitreal injezierter Müllerzellen eine proliferations-
stimulierende Wirkung haben eine Gliose oder Fibrose induzieren können, soll in 
Netzhautgewebekultur untersucht werden, ob auf die vitreale Membran (ILM) aufgebrachte 
Müllerzellen ebenso eine gliale Proliferation in der Netzhaut auslösen können. Die 
Müllerzellen stammen ebenso, wie die Netzhautkultur vom Hausschwein ab. 
Da für Kollagen I, dass von proliferierenden Müllerzellen reichlich expremiert wird, und 
möglicherweise auch andere Proteine der extrazellulären Matrix ein proiferationsstimulieren-
der Einfluss auf Gliazellen vermutet wird, werden verschiede Proteine in primäre Müller-
zellkultur und später in Netzhautkultur gegeben. Es ist zu untersuchen, ob diese ECM-
Proteine in Müllerzell- und Netzhautkultur eine gliale Proliferation bzw. Gliose fördern bzw. 
induzieren können. 
 
 
3.2.5.1  Gliotische Netzhautkultur durch apikal applizierte Müllerzellen 
 
Eine präparierte Netzhaut wird für die statische Kultur wie unter Kapitel 3.2.2.1 beschrieben 
vorbereitet. Die Netzhaut wird auf NC fixiert und auf ein Edelstahlbänkchen in einem 
Vertiefung einer 6-er MTP platziert. Die Müllerzellsuspension, hergestellt aus einer 14 Tage 
alten Primärkultur vom Hausschwein, wird nun auf die ILM der Netzhaut aufgetropft. Dabei 
wird 1 ml Müllerzellsuspension mit ca. 15.000 Zellen/ml pro cm² Netzhaut aufgebracht. Das 
Loch der MTP kann nun soweit mit MEM-Kulturmedium befüllt werden, dass die Netzhaut 
basal von Kulturmedium versorgt und apikal in Kontakt zur Luft steht. Die Kultur der 
Netzhaut mit apikalem Kontakt zu Müllerzellen erfolgte über einen Zeitraum von einem und 3 
Tagen im Begasungsbrutschrank.  
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3.2.5.2  Gliotische Netzhautkultur durch Kollagen I 
 
Die Netzhaut wird für 1 und 3 Tage im statischen System (Begasungsbrutschrank) ohne RPE-
Cokultur in Anwesenheit von Col I inkubiert. Dafür wird Kollagen I in einer Verdünnung von 
100 µg/ml dem Kulturmedium zugegeben. Für den Mediumwechsel im 12 h Rhythmus wird 
der Netzhautkultur frisches Kulturmedium mit der gleichen Col I Konzentration zugeführt.  
 
 
3.2.6  Histologische Aufarbeitung der Netzhautkultur  
 
Um die Netzhautkulturen histologisch färben zu können, werden die kultivierten Gewebe-
proben fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet. Mit einem Schlittenbahnmikrotom 
werden dünne Schnitte der Netzhaut hergestellt, die nach Entfernung des Paraffins HE-gefärbt 
werden. Nachdem die HE-gefärbte Netzhautkultur mit einer guten histologischen Qualität 
beurteilt wurde, werden Paraffinschnitte immunhistologisch mittels Anti-GFAP, -Vimentin, -
S100β, -GS und die Zellkerne mittels DAPI gefärbt.  
 
 
3.2.6.1  Fixierung und Probenvorbereitung für die Einbettung  
 
Nach der Kultivierung der Netzhaut- bzw. der Netzhaut-RPE-Cokultur werden die 
Gewebestücke für 24 Stunden in 4 % Paraformaldehyd (v/v) bei RT fixiert. Die Fixierung der 
Netzhautkulturen erfolgt nach einer modifizierten Methode, die in dieser Arbeits entwickelt 
wurde. Die Bindung von Netzhaut und RPE/Choroidea an NC verhindert das Wegschwimmen 
der Gewebeproben aus der Einbettkapsel und ermöglicht zudem ein gerichtete Platzierung des 
ausgebreiteten Gewebes im Paraffinblock. Die Arbeitsschritte der Probenvorbereitung der 
Netzhautkulturen für die Einbettung sind in den Abbildungen 27a bis 27h beschrieben.  
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Abb. 27a: Der weiße 
Minusheet wird mittels 
Faden vom schwarzen 
Minusheet getrennt. 
 Abb. 27b: Lediglich der 
zentrale kreisrunde Be-
reich auf der NC zeigt 
erhaltenes Gewebe. 
Abb. 27c: Mit einem 
Skalpell wird das Ge-
webe im Randbereich 
entfernt. 
 Abb. 27d: Das RPE ist 
bereits auf NC fixiert. 
Die Netzhaut wird nun 
an ein neues NC-Blatt 
gebunden. 
    
Abb. 27e: Das fixierte 
Netzhaut- RPE -NC-Pa-
ket wird in Streifen 
geschnitten. 
 Abb. 27f: Die Streifen 
werden in einer mit 
Papier ausgelegten Ein-
bettkassette plaziert. 
Abb. 27g: Durch das 
Einbringen von Papier 
wird das Gewebe in der 
Einbettkassette fixiert. 
 Abb. 27h: Die Einbett-
kassette wird verschlos-
sen in Wasser gebracht. 
 
 
3.2.6.2  Einbettung in Paraffin 
 
Das fixierte Gewebe wird in einer Einbettkassette verschlossen 4 h bei RT in Leitungswasser 
gewässert (Abb. 27h). Danach wird die Einbettkassette in den Einbettautomaten gebracht, in 
dem das Gewebe zunächst in aufsteigender Alkoholreihe entwässert wird (je 10 min in 50 %, 
70 %, 80 %, 96 %, 2 x in 100 % Ethanol [v/v]). Anschließend wird der Alkohol bei RT aus 
dem Gewebe durch Überführung in das Intermedium Histoclear entfernt (90 min). Im 
nächsten Schritt wird das Gewebe in Histoplast gebracht und bei 60 °C für 90 min und ein 
zweites Mal bei 60 °C für 14 bis 16 h inkubiert. Danach werden die NC-Streifen samt 
Gewebe, entsprechend der gewünschten Schnittrichtung, in ein mit flüssigem Histoplast 
gefülltes Ausgießförmchen gegeben und die übrige Hälfte der Einbettkassette aufgelegt. Nach 
Erkalten des Histoplasts kann der Paraffinblock aus dem Ausgießförmchen entnommen und 
in Dünnschnitttechnik mittels Schlittenbahnmikrotom aufgearbeitet werden. 
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3.2.6.3  Herstellung von Schnittpräparaten mittels Dünnschnitttechnik 
 
Die Beschichtung der Objektträger mit Poly-L-Lysin gewährleistet eine bessere Haftung der 
Gewebeschnitte auf dem Objektträger, da die Schnitte sich im Laufe der Färbeprozedur von 
der Glasunterlage ablösen können. Zum Beschichten eines Objektträgers wird ein Papiertuch 
mit einem Tropfen der Poly-L-Lysin-Lösung getränkt und die Glasoberfläche mit dem 
feuchten Tuch benetzt. Nach Trocknung bei RT wird die Beschichtung wiederholt. Die Poly-
L-Lysin-beschichteten Objektträger sind unbegrenzt bei RT lagerbar. 
 
Zur Herstellung der Schnittpräparate wird der Paraffinblock mit der unteren Hälfte der 
Einbettkassette in das Schlittenbahnmikrotom eingespannt. Mit gleichmäßigem Zug wird das 
Messer über den Paraffinblock geführt. Die 3-4 µm dicken Schnitte werden zuerst im kalten 
Wasserbad (RT) auf einen mit Poly-L-Lysin beschichteten Objektträger aufgezogen. 
Anschließend werden sie im warmen Wasserbad (50 °C) durch kurzes Eintauchen geglättet. 
Bevor eine Färbung der Präparate erfolgen kann, werden die Schnitte für 12-24 h im 
Wärmeschrank bei 37 °C getrocknet. 
 
 
3.2.6.4  Färbung von Schnittpräparaten 
 
Vor der Färbung der Schnitte mit Hämalaun bzw. Eosin und auch vor der immunhisto-
logischen Färbung muss das Paraffin aus den Schnitten entfernt werden. Das Paraffin wird 
aus dem Gewebe entfernt, indem die Objektträger für je 10 min 3 mal in 100 % Xylol inku-
biert werden. Anschließend wird das Gewebe durch Lösungen abnehmender Ethanol-
konzentration geführt, indem die Objektträger je 10 min 2 mal in 100 % Ethanol, 1 mal in 96 
% Ethanol und 1 mal in 70 % Ethanol gebracht werden. Zum Schluß wird das Ethanol durch 
3-maliges Waschen für je 5 min in Aqua dest aus dem Gewebe entfernt. 
 
 
3.2.6.4.1 Hämatoxylin-Eosin-(HE) Färbung 
 
Für die HE-Färbung wird Mayer’s saures Hämalaun und 0,1 % Eosin (v/v, in Aqua dest.) 
verwendet (Tab. 1). Die Hämalaunfärbung, auch Kernfärbung genannt, wird durch die Bin-
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dung des positiv geladenen Hämalauns an saure Substanzen im Präparat, d.h. an die Phosphat-
gruppen der Nukleinsäuren, bewirkt (Lillie 1969). Durch das Hämatoxylin erscheinen die 
Zellkerne im HE-gefärbten Gewebe blauschwarz bis violett. Um die blaue Farbe zu erzielen, 
muss ein pH-Wert über 3 eingestellt werden, der durch Leitungswasser erreicht wird. Die 
Absenkung des pH-Wertes stabilisiert die Farbe, da Hämalaun im alkalischen Milieu schlecht 
löslich ist. Der Eosin-Farbstoff färbt zytoplasmatische Bestandteile, Kollagen und 
proteinhaltige Lösungen in unterschiedlich rosa bis roten Nuancen. 
 
Tab. 1: Arbeitsschritte zur HE-Färbung (Hämalaun-Eosin-Färbung) von entparaffinierten Gewebeschnitten auf 
Glasobjektträgern. *Verdünnung in Aqua dest. 
Gefäßnummer Lösung Inkubationszeit 
1 Mayer’s Hämalaun 10 min 
2 warmes Leitungswasser mehrmals spülen + 10 min 
3 0,1 % Eosin (v/v)* 10 min 
4 Aqua dest kurz spülen 
5 70 % Ethanol (v/v)* 5 min 
6 96 % Ethanol (v/v)* 3 x kurz eintauchen 
7 100 % Ethanol 3 x kurz eintauchen 
8 100 % Ethanol 3 x kurz eintauchen 
9 100 % Xylol 5 min 
10 100 % Xylol 5 min 
11 100 % Xylol 5 min 
 
Nach dem letzten Inkubationsschritt in Xylol werden die Schnitte mit einem Einbettungs-
medium auf Xylolbasis (Vitro-Clud) und einem Deckgläschen eingedeckt. Sobald das Vitro-
Clud getrocknet ist, sind die Schnitte bei RT unbegrenzt haltbar. Die Begutachtung HE-
gefärbter Schnitte erfolgt lichtmikroskopisch. 
 
 
3.2.6.4.2  Immunhistologische Färbung  
 
Für die Immunhistochemie von Netzhautkulturen wurde die Methode der indirekten 
Immunfluoreszenz gewählt. Bei dieser Methode wird das Schnittpräparat im ersten Schritt mit 
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dem primären Antikörper inkubiert, der an das Epitop spezifisch bindet. Danach wird der 
sekundäre Antikörper aufgebracht, der gegen die speziesabhängige Fc-Region des primären 
Antikörpers gerichtet und hier mit dem Marker Alexa Fluor 488 versehen ist. Die 
Lokalisation der Epitope erfolgt per Fluoreszenzmikroskopie. Dabei sind Alexa Fluor 488-
markierte Bereich im mikroskopischen Bild grüngefärbt, während die DAPI-Färbung 
Zellkerne blau erscheinen lässt. Im Kontrollexperiment wird der primäre Antikörper durch 
PBS ersetzt, um eine unspezifische Bindung des sekundären Antikörpers auszuschließen 
(Negativkontrolle). 
Durchführung der immunhistologischen Färbung 
Durch Verwendung der Coverplates und einer feuchten Kammer ist ein Inkubationsvolumen 
von 100 µl pro Objektträger ausreichend. Es ist darauf zu achten, dass die Coverplates nach 
jedem Inkubationsschritt vollständig auslaufen, um ein Vermischen der Lösungen zu ver-
hindern. Die Arbeitsschritte der immunhistologischen Färbung sind nachfolgend beschrieben 
und in Tab. 2 in Kurzübersicht dargestellt. Alle Schritte erfolgen bei RT. 
 
1. Permeabilisieren: Die entparaffinierten Schnitte werden in Zitratpuffer überführt und für 
15 min bei 500 Watt in der Mikrowelle erhitzt.  
2. Abkühlen und Pufferwechsel: Anschließend erfolgt das langsame Abkühlen der Schnitte 
und gleichzeitig ein Austausch des Zitratpuffers gegen PBS, indem in 5 Schritten von je 
10 min etwas Puffer aus dem Gefäß abgegossen und mit PBS aufgefüllt wird. 
3. Objektträger in Coverplates einspannen: Ein Coverplate wird mit PBS befeuchtet und 
ein Objektträger so aufgelegt, dass keine Luftblasen entstehen und in die Kammer ge-
spannt. 
4. Waschen: Die Coverplates werden 3 mal mit PBS gefüllt.  
5. Blocken: Der Block unspezifischer Bindungsstellen erfolgt mit 20 % NGS, 2 % BSA in 
PBS (v/v) für 1 h. 
6. Inkubation mit dem primären Antikörper: Die Verdünnung des primären Antikörpers 
wird frisch hergestellt. Die Inkubation mit dem primären Antikörpers erfolgt 3 bis 16 h. 
Die GFAP- und Vimentin-Antikörper werden im Titer 1:100 und der Anti-S100β - bzw. 
GS-Antikörper wird im Titer 1:300 eingesetzt. 
7. Waschen: Die Objektträger werden 3 mal mit PBS gewaschen. 
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8. Inkubation mit dem sekundären Antikörper: Der sekundäre Antikörper (Anti-IgG 
Alexa Fluor) wird in 10 % NGS, 2 % BSA in PBS (v/v) 1:500 verdünnt, auf die 
Objektträger gebracht und für 3 h im Dunkeln inkubiert.  
9. Waschen: Danach werden die Objektträger 3 mal mit PBS gewaschen. 
10. DAPI-Kernfärbung: Die Objektträger werden aus den Coverplates ausgespannt und mit 
der DAPI-GL befeuchtet. Nach 5 min Inkubation wird die DAPI-GL dekantiert. 
11. Präparatkonservierung/ Eindeckeln: Ein Tropfen einer Glycerin/PBS-Lösung (9:1, v/v) 
wird auf einen Objektträger gegeben und ein Deckglas aufgelegt, ohne dass sich Luft-
blasen zwischen Deckglas und Objektträger bilden.  
 
Tab. 2: Die Kurzübersicht zeigt die Arbeitsschritte der immunhistologischen Färbung von Schnitten der 
Netzhautkulturen. Alle Schritte werden bei RT durchgeführt. 
Schritt  Materialien, Zeit 
1. Permeabilisieren  Zitratpuffer, 3 x 5 min bei 500 Watt in der Mikrowelle 
2. Abkühlen/Pufferwechsel  5 x 15 min, einen Teil Zitratpuffer mit PBS ersetzen 
3. Objektträger einspannen  darauf achten, dass keine Luftblasen entstehen 
4. Waschen  3 x mit PBS 
5. Blocken   NGS 20 %, 2 % BSA in PBS (v/v), 1 h 
6. primärer Antikörper  Antikörper in 10 % NGS, 2 % BSA in PBS, 3-16 h  
7. Waschen  3 x mit PBS 
8. sekundärer Antikörper  IgG Alexa Fluor in 10 % NGS, 2 % BSA in PBS; 
Inkubation 3 h 
9. Waschen  3 x mit PBS 
10. Kernfärbung  DAPI-Lösung, 5 min 
11. Eindeckeln  Gycerin/PBS 1:9 (v/v) 
 
 
3.2.7   Auswertung gefärbter Netzhautkulturen  
 
Zur qualitativen Beurteilung der Netzhautkulturen wurden die HE-gefärbten Schnitte begut-
achtet. Die Auswertung der immunhistologisch gefärbten Netzhautkulturen erfolgte per 
Fluoreszenzmikroskopie und in semiquantitativer Analyse des mikroskopischen Bildes. 
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3.2.7.1  Lichtmikroskopie HE-gefärbter Netzhautkulturen 
 
Die HE-Färbung der Netzhautkulturen ermöglicht eine morphologische Beurteilung per 
Lichtmikroskopie. Mit Hilfe der HE-Färbung kann z.B. der Erhalt des retinalen Schichtauf-
baus, die Dicke der einzelnen Schichten und die Anzahl der Zellkerne einen Hinweis über den 
Erfolg der Präparation und Kultur der Netzhaut geben. Jede Netzhautkulturmethode (Kultur-
dauer 1, 3, 5 Tage; mit und ohne RPE, statische oder dynamische Kultur) wurde bis zu 10 mal 
wiederholt und die jeweils qualitativ besten Netzhautkulturen (n=6) für die Immunhistologie 
ausgewählt. 
 
 
3.2.7.2  Fluoreszenzmikroskopie immunhistologisch gefärbter Netzhautkulturen 
 
Der für die Immunhistologie verwendete sekundäre Antikörper Anti IgG trägt ein grünes 
Fluorochrom namens Alexa Fluor 488. Das Fluorochrom wird bei einer Wellenlänge von 
495 nm (blau) angeregt und emittiert bei einer Wellenlänge von 519 nm ein grünes Licht. 
Unter dem Fluoreszenzmikroskop und unter Verwendung des B1 Filters (blau, BP 455-490 
nm) können die grünfluoreszierenden Bereiche im Gewebe identifiziert werden. Die 
Kernfärbung mit DAPI wird durch Verwendung eines zweiten Filters mit einer 
Anregungswellenlänge im Violett-Bereich visualisiert (Modul V1, BP 405/8), da der 
DAPI/dsDNA-Komplex bei einer Wellenlänge von 358 nm ein Emissionsmaximum bei 461 
nm hat. Die DAPI-gefärbten Zellkerne erscheinen im Fluoreszenzmikroskop blau.  
 
 
3.2.7.3  Semiquantitative Auswertung der Netzhautkulturen 
 
Die mikroskopischen Bilder wurden zunächst mit der Bildverarbeitungssoftware 
AdobePhotoshopcs bearbeitet. Helligkeit und Kontrast wurden soweit eingestellt, bis mit 
der Funktion „Farbbereich auswählen“ die grünfluoreszierenden Flächenanteile des Bildes 
von den nicht markierten Bereichen separiert werden können (Abb. 28b). Mit Hilfe der 
Software Jasc Paint Shop Pro wurden die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der 
Alexa Fluor-Färbung und der DAPI-Kernfärbung übereinander gelegt (Abb. 28a). Maßstäbe 
und Beschriftungen wurden in die Bilder mit Hilfe von CorelDraw 11 integriert. Um 
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Veränderungen der immunhistologischen Färberesultate der Netzhautkulturen quantitativ 
vergleichen zu können, wurde unter Verwendung der Bildbearbeitungssoftware 
AdobePhotoshopcs eine Standardauswertung erarbeitet. Die Auswertung basiert auf der 
Berechnung fluoreszenzmarkierter Flächenanteile für definierte Schichten der Netzhaut.  
Die Schicht 1 (S1) schließt die ILM, NFL und GCL ein. Die Schicht 2 (S2) ist mit der IPL 
und die Schicht 3 (S3) mit der INL identisch. In der Schicht 4 (S4) sind die OPL, ONL und 
ELM zusammengefasst (Abb. 28c). 
Der Anteil der fluoreszenzmarkierten Fläche pro Bildausschnitt wird, wie in den folgenden 
Schritten beschrieben, berechnet: 
 
 
 
 
 
Abb. 28a: Die Alexa Fluor- und DAPI-gefärbten Bilder 
werden per Jasc Paint Shop Pro zusammengefügt. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 28b: Nach der Bearbeitung Alexa Fluor-gefärbten 
Bildes mit AdobePhotoshopcs können die grünen Bereiche 
deutlicher vom Hintergrund unterschieden werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.) Übereinanderlegen des Alexa 
Fluor- und DAPI-Bildes: Die fluo-
reszenzmikroskopischen Bilder der 
Alexa Fluor-(grün) und der DAPI-
Färbung (blau) dienen der folgenden 
Auswertung als Orientierungsvorlage 
zur Identifizierung der Netzhaut-
schichten (Abb. 28a). 
2.) Bearbeitung des Alexa Fluor-
Bildes: Das Alexa Fluor-markierte 
Bild wird mittels AdobePhoto-
shopcs bearbeitet (Helligkeit/ Kon-
trast), um die fluoreszierenden Be-
reiche deutlicher von der Hintergrund-
färbung zu differenzieren (Abb. 28b). 
3.) Definition der 4 Netzhaut-
schichten: Es wird ein Bildausschnitt 
gewählt, der die gesamte Netzhaut 
von der ILM bis zur ELM enthält und 
die Definition der 4 Schichten erlaubt 
(Abb. 28c). Zum Zuschneiden  der 
vier Schichten wurde Abbildung 28a 
als Orientierung verwendet. 
 
Abb. 28c: Der gewählte Bildausschnitt wird in die 4 
benutzerdefinierten Schichten der Netzhaut zugeschnitten. 
Schicht 2
Schicht 4
Schicht 3
Schicht 1
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Abb. 28d: Der Screenshot des Histogramms zu Schicht 1 des 
ausgewählten Bildausschnittes zeigt die Gesamtpixelzahl an. 
 
 
 
Abb. 28e: Im dargestellten Screenshot der Funktion “Farbbe-
reich auswählen“ sind die gewählten Farbbereiche mit einer 
gestrichelten Linie markiert. 
 
 
 
 
4.) Pixel des Gesamtbildes be-
stimmen (Histogramm): Sowohl für 
den gesamten Bildausschnitt als auch 
für die 4 definierten Schichten wird 
die im Histogramm angegebene 
Gesamtpixelzahl ermittelt (Abb. 28d). 
In diesem Beispiel liegt für die 
Schicht 1 des Netzhautabschnittes 
eine Gesamtpixelzahl von 29584 vor. 
5.) Anteile der grünfluoreszieren-
den Farbbereiche auswählen: Mit 
der Funktion „Farbbereich aus-
wählen“ unter Variation der „Tole-
ranz“ wird der Teil des Bildausschnit-
tes ausgewählt, der durch gebundenes 
Alexa Fluor grünfluoreszierend 
erscheint (Abb. 28e). 
6.) Pixel des ausgewählten 
Farbbereiches bestimmen (Histo-
gramm): Für den zuvor ausgewählten 
Farbbereich wird im folgenden Schritt 
Abb. 28f: Im Screenshot des Histogramms kann die Pixelzahl 
des ausgewählten Farbbereiches abgelesen werden. 
die Pixelzahl im Histogramm abgelesen (Abb. 28f). Zur Veranschaulichung ist der in 
Abbildung 37f ausgewählte Farbbereich pink eingefärbt. Für dieses Beispiel sind 15927 Pixel 
der Schicht 1 grün markiert. 
 
7.) Berechnung des prozentualen Anteils fluoreszenzmarkierter Bildfläche (AF) 
Zur Berechnung der Markierungsdichte einer gewählten Netzhautschicht wurde die Gesamt-
pixelzahl = 100 % gesetzt. Die Pixel des gewählten Farbbereiches wurden im prozentualen 
Verhältnis zur Gesamtpixelzahl gesetzt.  
Beispielrechnung: 
 
 Gesamtpixel:  
 Pixel des gewählten Farbbereichs: 
 Rechnung: 
n1 = 29584 
n2 = 15927 
 n1 
n2 
15927 
295,84 = 53,8 % 
= AF
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Der Anteil der fluoreszenzmarkierten Fläche (AF) der Schicht 1 dieses Netzhautabschnittes 
beträgt 53,8 %, d.h. 53,8 % der Fläche sind durch Anti-S100β positiv markiert bzw. indirekt 
durch den sekundären Antikörper (IgG Alexa Fluor) grünfluoreszierend gefärbt.  
 
 
3.2.7.4  Statistische Auswertung 
 
Die in Kapitel 3.2.7.3 berechneten Anteile der fluoreszenzmarkierten Flächen werden im 
Ergebnisteil der Arbeit als Mittelwerte mit zugehöriger Standardabweichung aufgeführt. Pro 
Kulturzeitpunkt und Färbung wurden 6 Netzhautkulturen für die Auswertung verwendet 
(n=6). In Darstellung der Differenz zweier Mittelwerte addiert sich die Standardabweichung 
der beiden einzelnen Mittelwerte. Die Werte der Kulturen wurden mit den Werten der 
Kontrollnetzhaut im STUDENT t-Test statistisch gegenübergestellt. Zum Vergleich der 
Netzhautkulturen untereinander wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (one factor-ANOVA) 
in Verbindung mit TUKEY und BONFERRONI post-hoc Test angewendet (SPSS for Windows 
12.0; SPSS Inc., USA).  
Die Ergebnisse wurden ab einem Signifikanzniveau von p < 0,05 als signifikant unterschied-
lich betrachtet.  
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4 ERGEBNISSE 
 
Die verschiedenen Netzhautkulturmodelle wurden an Hand der Gliazellreaktion immunhisto-
logisch mittels 6 gliaspezischer Färbungen beurteilt und mit der präparierten Netzhaut 
(Kontrollnetzhaut) verglichen. Um zu untersuchen, ob und in welcher Form morphologische 
Veränderungen nach der Präparation, für die in dieser Arbeit eine neue Methode entwickelt 
wurde und Kultivierung auftreten, wurden die zytoskeletalen Proteine GFAP und Vimentin, 
der perivaskuläre Gliazellmarker S100β und das müllerzellspezifische Enzym Glutamin-
synthetase (GS) untersucht. Neben der mikroskopischen Beurteilung der immunhistologisch 
gefärbten Kulturen, wurde eine semiquantitative Bild-analyse der fluoreszenzmikros-
kopischen Aufnahmen für die Auswertung verwendet. 
 
 
4.1 HISTOLOGIE DER PRÄPARIERTEN NETZHAUT  
 
Als Kontrollgewebe für die Netzhautkulturen wurde in dieser Arbeit die frisch präparierte 
Netzhaut (Kontrollnetzhaut) verwendet. Der histologische Vergleich der HE-gefärbten, 
gesunden Netzhaut mit der präparierten Netzhaut sollte zunächst zeigen, ob bereits in Folge 
der Gewebepräparation histomorphologische Veränderungen zu beobachten sind. Für die 
immunhistologische Färbung wurden die Netzhautkulturen verwendet, die im HE-gefärbten 
Bild keine präparationsbedingten, histomorphologischen Veränderungen zeigten. 
 
 
4.1.1 Histomorphologie der präparierten Netzhaut 
 
Da die Präparation der Netzhaut erst drei Stunden nach Enukleation begonnen werden kann 
und die Kultur erst weitere zwei bis drei Stunden später erfolgt, können Nährstoffmangel und 
apoptotische Ereignisse bereits während dieser Zeit zu histologischen Veränderungen im 
Netzhautgewebe führen. 
Nach histologischer Begutachtung präparierter, HE-gefärbter Netzhäute konnten morpholo-
gische Unterschiede der Präparate festgestellt werden. Der überwiegende Teil der präparierten 
Netzhäute entspricht morphologisch der gesunden Netzhaut vom Schwein (Abb. 29). 
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Abb. 29: HE-Färbung der gesunden Netzhaut vom Hausschwein (Sus scrofa domestica). Die Schweinenetz-haut 
ist wie andere Säugetiernetzhäute durch einen typischen Schichtaufbau gekennzeichnet. In der holo-angiotischen 
Netzhauthaut des Hausschweins liegen größere Gefäße der inneren limitierenden Membran an und ragen aus der 
Oberfläche der Netzhaut in den vitrealen Raum hinein. Blutgefäß (BG), innere limitierende Membran (ILM), 
Nervenfaserschicht (NFL), Ganglienzellschicht (GCL), innere plexiforme Schicht (IPL), innere 
Körnerzellschicht (INL), äußere plexiforme Schicht (OPL), äußere Körnerzellschicht (ONL), äußere limitierende 
Membran (ELM), Photorezeptorsegmente (PRS)  
 
 
Der retinale Schichtaufbau ist vollständig erhalten, die Netzhautschichten sind klar 
gegeneinander abgegrenzt und die innere limitierende Membran (ILM) ist trotz Kontakt mit 
der Keramikfliese während der Präparation vollständig intakt (Abb. 30). Im Unterschied zur 
Netzhaut vom Schweinebulbus zeigt die präparierte Netzhaut nach Trennung vom retinalen 
Pigmentepithel eine Degeneration der äußeren Photorezeptorzellsegmente. Zudem ist in der 
Ganglienzellschicht eine Reduktion der Kernzahl, und um einzelnen Ganglienzellen sind 
blasige Vergrößerungen um den Zellkern zu beobachten (Abb. 30). 
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Abb. 30: HE-Färbung der präparierten Netzhaut. Die Netzhaut zeigt ein histomorphologisches Bild, das dem der 
gesunden Netzhaut vor der Präparation entspricht. Die äußeren Photorezeptorsegmente zeigen bereits nach der 
Netzhautpräparation erste degenerative Merkmale auf (Pfeile). In der Ganglienzellschicht (GCL) sind um 
einzelnen Ganglienzellen blasige Vergrößerungen erkennbar (*). Nervenfaserschicht (NFL), Ganglienzellschicht 
(GCL), innere plexiforme Schicht (IPL), innere Körnerzellschicht (INL), äußere plexiforme Schicht (OPL), 
äußere Körnerzellschicht (ONL), äußere limitierende Membran (ELM), Photorezeptorsegmente (PRS) 
* 
*
 
 
Der in Abb. 31 dargestellte präparierte Netzhautabschnitt zeigt in mehreren Bereichen 
morphologische Veränderungen. Von der inneren limitierenden Membran sind nur noch Reste 
zu erkennen, die sich bereits von der ebenfalls reduzierten Nervenfaserschicht abgelöst haben. 
Auf der apikalen Seite dieses Netzhautabschnitts liegen Ganglienzellen oben auf. In beiden 
Körnerzellschichten sind aufgelockerte Bereiche erkennbar. Die retinale Schicht der äußeren 
Photorezeptorsegmente (PRS) zeigt deutliche, morphologische Veränderungen. Die Stäbchen-
zellsegmente sind fast vollständig zerstört und nur noch als Zelltrümmer erkennbar, während 
die Zapfenzellsegmente blasig geschwollen erscheinen. Einige Netzhäute erscheinen sehr 
dünn und teilweise perforiert. Im Einzelfall konnten abgerissene Netzhautschichten und 
Blutungsreste an der vitrealen Grenze festgestellt werden. 
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**
Abb. 31: HE-Färbung der präparierten Netzhaut, Dieser Netzhautabschnitt zeigt histomorphologische Ver-
änderungen im Vergleich zur in vivo-Netzhaut auf. Stellenweise sind die ILM und NFL zerstört (weiße Pfeile), 
wodurch die Ganglienzellen (GC, schwarze Pfeile) auf der apikalen Seite der Netzhaut exponiert sind. Neben 
den aufgelockerten Bereichen in beiden Körnerzellschichten (∗) erscheinen die äußeren Photorezeptor-segmente 
blasig und degeneriert (∗∗). Nervenfaserschicht (NFL), Ganglienzellschicht (GCL), innere plexiforme Schicht 
(IPL), innere Körnerzellschicht (INL), äußere plexiforme Schicht (OPL), äußere Körnerzellschicht (ONL), 
äußere limitierende Membran (ELM), Photorezeptorsegmente (PRS) 
 
 
4.1.2  Immunhistologie von GFAP in der präparierten Netzhaut 
 
Die Negativkontrolle der präparierten Netzhaut zeigt keine unspezifische Markierung durch 
die sekundären Antikörper Anti-IgG Alexa Fluor ms und rb (Abb. 33b). Da GFAP 
ausschließlich in Astrozyten, Müllerzellen und Mikrogliazellen zu finden ist, kann eine 
Zuordnung der Anti-GFAP-positiv gefärbten Strukturen mit Hilfe der typischen 
Gliazellmorphologien erfolgen. 
Durch Anti-GFAP1 und -GFAP2 werden die Astrozyten, die durch ihre parallel zu den 
Ganglienzellfasern verlaufenden Fortsätze erkennbar sind, ebenso wie die sternförmigen, 
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blutgefäßständigen Astrozyten der NFL, mit einem hohen Ausmaß an immunhistochemischer 
Reaktion gefärbt (Abb. 33c, d). Müllerzellen enthalten nach Färbung mit Anti-GFAP1 das 
Intermediärfilament nur in geringem Maß entlang der äußeren, radialen Fortsätze der IPL bis 
zur OPL. Im Gegensatz zu GFAP1 war GFAP2 in den Müllerzellen der Kontrollnetzhaut 
immunhistologisch kaum dargestellt, bzw. nicht eindeutig nachweisbar (Abb. 33c, d).  
Das fluoreszenzmikroskopische Bild beider GFAP-Antikörper mit intensiv markierten 
Astrozyten und geringfügig gefärbten Müllerzellen spiegelt sich in semiquantitativer Analyse 
wieder. In S1 (ILM, NFL), in der die apikalen Müllerzellendfüße und Astozyten liegen, ist 
eine hohe GFAP1- (44 ± 4 %) und GFAP2-Dichte (46 ± 9 %) quantifizierbar (Abb. 37, 38). 
Bedingt durch die geringfügig gefärbten apikalen Müllerzellfortsätze, -somata und -mikrovilli 
war in S2, S3 und S4 ein geringerer GFAP1-Gehalt von 17 ± 3 % (S2), 20 ± 1 % (S3) und 11 
± 2 % (S4) feststellbar (Abb. 33c, 37). GFAP2 war in S2 (9 ± 5 %), S3 (6 ± 4 %) und S4 (1 ± 
1 % ) nur geringfügig nachweisbar (Abb. 38). 
 
 
4.1.3   Immunhistologie von Vimentin in der präparierten Netzhaut 
 
In immunzytochemischer Darstellung des Vimentins in der Kontrollnetzhaut waren 
unterschiedliche mikroskopische Ergebnisse der Färbungen mit Anti-Vim1 und -Vim2 zu 
beobachten (Abb. 33e, f). Während Vim1 in Astrozyten immunhistochemisch nicht eindeutig 
nachweisbar war, wurden die Müllerzellen mit höchster Vim1-Dichte in den Endfüßen der 
ILM bis zur NFL positiv gefärbt (Abb. 33e). Bis auf eine intensive Fluoreszenzmarkierung 
von S1 mit 27 ± 4 %, war für die folgenden Schichten mit 7 ± 2 % (S2), 6 ± 3 % (S3) und 3 ± 
1 % (S4) eine geringfügige Vim1-Dichte festzustellen (Abb. 39).  
Anti-Vim2 färbt sowohl Astrozyten als auch Müllerzellen von der ILM bis zur ELM mit 
höchstem Ausmaß der immunhistochemischen Reaktion in S1, entsprechend einem semiquan-
tifizierten Anteil von 31 ± 8 % (Abb. 33f, 40). Die immunhistochemisch markierte Fläche in 
der IPL repräsentiert mit 15 ± 6 % die dünnen Stammfortsätze der Müllerzellen und der Wert 
der INL mit 25 ± 8 % die Müllerzellsomata. Die Müllerzellmikrovilli, die in der ONL 
enthalten sind (S4), zeigten mit 24 ± 10 % die geringste Anti-Vim2 Markierung (Abb. 40).  
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4.1.4  Immunhistologie von S100β in der präparierten Netzhaut 
 
Im mikroskopischen Bild der Anti-S100β gefärbten Kontrollnetzhaut war das Protein 
innerhalb der Müllerzellen über alle Netzhautschichten von den apikalen bis zu den basalen 
Endfüßen nachweisbar (Abb. 33g). Für Astrozyten und Ganglienzellen konnte keine 
eindeutige S100β-Markierung beobachtet werden. In semiquantitativer Analyse war in der 
Anti-S100β-Färbung die höchste Fluoreszenzdichte in S1 mit 48 ± 7 %, gefolgt von der INL 
(S 3) mit 35 ± 8 % und S4 mit 21 ± 7 % festzustellen. In der IPL (S2) war mit 15 ± 7 % die 
niedrigste S100β-bezogene Fluoreszenz aller 4 Schichten quantifizierbar (Abb. 41). 
 
 
4.1.5 Immunhistologie von GS in der präparierten Netzhaut 
 
Das Enzym Glutaminsynthetase (GS) wird in der Netzhaut nur in Müllerzellen exprimiert. In 
der Kontrollnetzhaut wurde mittels Anti-GS das gesamte Zytoplasma der Müllerschen 
Gliazellen von der ELM bis zur ILM mit intensivster Färbung in den Endfüßen und Somata 
markiert (Abb. 33h). Für die Astrozyten lag keine GS-positive Färbung vor. In der 
semiquantitativen Analyse wurde die höchste Anti-GS-Dichte in S3 mit 51 ± 3 % und S4 mit 
43 ± 5 % nachgewiesen. In S1 war eine GS-abhängige Fluoreszenzmarkierung von 40 ± 3 % 
und in der IPL (S2) von 31 ± 3 % quantifizierbar (Abb. 42). 
 
 
4.1.6 Vergleich der 6 gliaspezifischen Antikörperfärbungen  
 
Die Antikörper (Anti-GFAP1 und GFAP2, -Vim1 und Vim2, S100β und GS), die in dieser 
Arbeit zur Färbung der Netzhautkulturen verwendet wurden, sind glia- bzw. müllerzell-
spezifische Marker. Um zu prüfen, welche der 6 semiquantifizierten Antikörperfärbungen 
dem tatsächlichen Volumenanteil der Müllerzellen in der Netzhaut am nächsten kommt, 
wurden die fluoreszenzmarkierten Flächen der IPL und INL für jede Färbung der 
Kontrollnetzhaut miteinander verglichen und den Literaturdaten der Kaninchennetzhaut 
(Reichenbach 1988) gegenübergestellt (Abb. 32). In der Arbeit von Reichenbach (1988) 
wurden an Hand stereologischer Messungen mikroskopischer Präparate das Volumen der 
Müllerzellen morphometrisch bestimmt und prozentual der gesamten Netzhaut 
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gegenübergestellt. Die Schicht S1 (ILM, NFL) wurde bei diesem Vergleich der 
Müllerzellvolumina nicht berücksichtigt, da einige der verwendeten Färbungen dieser Studie 
auch die Astrozyten der NFL färben.  
In der Schicht 2 (IPL) der präparierte Netzhaut wurde durch Anti-GFAP2 ein Flächenanteil 
von ca. 9 ± 5 % bestimmt, was dem Werte von Reichenbach (1988) mit 9,5 % (IPL) 
entspricht. Die Anti-GFAP2-markierte INL der Kontrollnetzhaut liegt mit einem Wert von 6 ± 
4 % unter dem von Reichenbach (1988) bestimmten Müllerzellvolumen von 10% (INL). 
Auch die ermittelten Werte der Anti-Vim1 markierten IPL (7 ± 2 %) und INL (6 ± 3%) der 
Kontrollnetzhaut entsprechen näherungsweise dem tatsächlichen Volumenanteil der 
Müllerzellen. Die Werte für GFAP1, Vim2, S100β und GS sind höher als die von Reichenbach 
(1988) beschrieben Müllerzellvolumina und stellen damit nicht den realistischen Volumen 
bzw. Flächenanteil der Müllerzellen in der Netzhaut dar. 
Die Fluoreszenzmikroskopische Analyse der immunhistologischen Färbungen der Schicht 4 
bzw. ONL und ELM ermöglichen eine zu geringe Auflösung der feinen Müllerzellmikrovilli, 
wodurch eine Beurteilung der Müllerzellfläche bzw. -volumina dieser Schicht mit der in 
dieser Arbeit angewendeten Methode nicht möglich ist. Die in der äußeren Körnerzellschicht 
gelegenen Müllerzellmikrovilli bilden laut Reichenbach (1988) 3,8 % des Volumens dieser 
Netzhautschicht.  
 
 
 
Abb. 32: Gegenüberstellung der quantifizierten Müllerzellvolumina, die an Hand fluoreszenzmikroskopischer Färbung 
verschiedener Gliazellmarker bestimmt wurden. Vergleich der Anti-GFAP1, 2-Vim1, 2-, S100β- und GS-markierten Flächen 
der Netzhautschichten S2 (IPL, apikalen Müllerzellfortsätze) und S3 (INL, Müllerzellsomata) der präparierten Netzhaut zu 
den von Reichenbach (1988) morphometrisch bestimmten Müllerzellvolumina der Kaninchennetzhaut; Anti-IgG Alexa 
Fluor488, (Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
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4.2 STATISCHE NETZHAUTKULTUR OHNE RPE  
 
4.2.1 Histomorphologie der statischen Netzhautkultur ohne RPE 
 
Bereits nach einem Tag statischer Netzhautkultur konnte im mikroskopischen Bild der HE-
Färbung ein Verlust von Zellkernen in der GCL beobachtet werden (Abb. 34a). Die Dicke der 
Netzhautschichten und die Zahl der Zellkerne in beiden Körnerzellschichten entsprachen der 
Kontollnetzhaut (Siehe Abb. 33a).  
Während nach 3 d Netzhautkultur eine Reduktion der Dicke der Netzhautschichten und eine 
geringfügig abnehmende Kernzahl (ONL, INL) festgestellt werden konnte, war nach 5 Tagen 
Kultur eine deutlich geringere Kernzahl zu beobachten (Abb. 35a, 36a). Ein Verlust von 
Fasern in der OPL konnte auch nach 5 Tagen Netzhautkultur nicht beobachtet werden.  
Die Reduktion der äußeren Photorezeptorzellsegmente, die bereits in der Kontrollnetzhaut 
und fortschreitend nach einem Tag Netzhautkultur beobachtet wurde, setzte sich nach drei 
Tagen und zunehmend nach 5 Tagen Kultur fort (Abb. 33a, 34a, 35a, 36a). Dennoch zeigte 
sich die ELM nach 5 Tagen Netzhautkultur geschlossen. Subretinale Einfaltungen oder 
Rosettenbildungen konnten nicht beobachtet werden.  
 
 
4.2.2   Immunhistologie von GFAP in statischer Netzhautkultur ohne RPE 
 
Nach einem Tag Netzhautkultur war für Anti-GFAP1 ein der Kontrollnetzhaut entsprechen-
des, immunhistologisches Ergebnis festzustellen (Abb. 34c).  
Während im mikroskopischen Bild der Anti-GFAP1-gefärbten 1-tägigen Netzhautkultur keine 
eindeutige Markierung der Müllerzellen vorlag, waren nach 3 Tagen Kultur gefärbte 
Müllerzellen von der ILM bis zur ELM mit einer signifikante Zunahme von GFAP1 in den 
apikalen Müllerzellfortsätzen (S2), den Somata (S3) und Mikrovilli (S4) nachweisbar (Abb. 
35c, 37).  
Nach 5 Tagen zeigten die Müllerzellen eine deutliche Hypertrophie und eine signifikante Zu-
nahme von GFAP1 von den apikalen Stammfortsätzen (S2) bis zu den basalen Endfüßen 
(Abb. 36c, 37). Auffällig war die reduzierte GFAP1-Markierung der Astrozyten in der NFL 
bereits nach einem Tag Kultur (Abb. 34c). Da für Astrozyten eine abnehmende und für 
Müllerzellen eine zunehmende GFAP1-Dichte beobachtet wurde, war für S1 über den Kultur-
zeitaum von 5 Tagen semiquantitativ keine veränderte Farbintensität festzustellen (Abb. 37). 
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Die GFAP2-gefärbte 1-tägige Netzhautkultur zeigte, entsprechend dem mikroskopischen und 
semiquantitativen Ergebnis, keine signifikanten Abweichungen zur Kontrollnetzhaut (Abb. 
33d, 34d, 38). Demgegenüber war im mikroskopischen Ergebnis der 3-tägigen Netzhautkultur 
eine intensivere Anti-GFAP2-Markierung in S1 zu beobachten, in der weniger die Müllerzell-
endfüße, als vielmehr die Astrozyten gefärbt sind (Abb. 35d). Während die Müllerzellen in 
der Kontrollnetzhaut und auch nach einem Tag Kultur durch Anti-GFAP2 kaum gefärbt 
wurden, zeigten deren vitrealen Fortsätze der ILP und Somata in der INL nach 3 Tagen Kultur 
vereinzelt eine Markierung und damit eine signikante Zunahme (Abb. 35d, 38).  
Im mikroskopischen Bild der 5-tägigen Netzhautkultur waren die Astrozyten nicht mehr 
GFAP2-positiv markiert, was sich in einer sigifikanten Abnahme von GFAP2 in der NFL(S1) 
wiederspiegelt (Abb. 36d). Die Müllerzellen zeigten eine signifikante Zunahme der GFAP2-
Markierung von den apikalen (S2) bis zu den externen Fortsätzen (S4) (Abb. 38). 
 
 
4.2.3   Immunhistologie von Vimentin in statischer Netzhautkultur ohne RPE 
 
Im histologischen Ergebnis der Anti-Vim1-gefärbten 1-tägigen Netzhautkultur konnten keine 
Auffälligkeiten vergleichend zur Kontrollnetzhaut beobachtet werden (Abb. 33e, 34e, 39). 
Nach Anti-Vim1-Färbung der 3-tägigen Netzhautkultur waren im mikroskopischen Bild 
intensiv gefärbte Astrozyten, deutlich markierte Müllerzellen und eine signifikante Zunahme 
der Vim1-Dichte über alle Netzhautschichten zu beobachten (Abb. 35e, 39). Nach 5 Tagen 
Netzhautkultur konnten nach Anti-Vim1-Färbung keine retinalen Strukturen markiert werden 
(Abb. 36e). 
Im mikroskopischen Bild der 1-tägigen Netzhautkultur war wie in der präparierten Netzhaut 
eine Verteilung des Vim2 über die gesamten Müllerzellen zu beobachten (Abb. 33f, 34f). In 
semiquantitativer Analyse der 1-tägigen Kultur war in allen Netzhautschichten eine gering-
fügig intensivere, jedoch nicht signifikante Anti-Vim2-Markierung feststellbar (Abb. 40). 
Die 3-tägige Kultur hingegen zeigte im mikroskopischen Bild vergleichend zur Kontroll-
netzhaut eine deutliche Zunahme der Vim2-Dichte über alle Netzhautschichten (Abb.35f) und 
in  semiquantitativer  Analyse  einen  signifikant  erhöhten  Vim2-Gehalt  in  S2,  S3  und  S4 
(Abb. 40). Im mikroskopischen Ergebnis der 5-tägigen Netzhautkultur war eine diffuse 
Verteilung des Vimtins2 über alle Netzhautschichten und eine signifikante Zunahme des 
Vim2-Gehalts in der IPL zu beobachten (Abb. 36f, 40).  
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4.2.4  Immunhistologie von S100β in statischer Netzhautkultur ohne RPE 
 
Im mikroskopischen Ergebnis der 1-tägigen Kultur war vergleichend zur Kontrollnetzhaut 
eine signifikant zunehmende, spezifische Anti-S100β-Farbintensität von der IPL bis zur ELM 
und nach 3-tägiger Netzhautkultur eine weiter zunehmende S100β-Immunmarkierung 
festzustellen (Abb. 33g, 34g, 35g, 41). Während die Anti-S100β-Dichte nach drei Tagen 
Netzhautkultur in der OPL vergleichend zur Kontrollnetzhaut reduziert erscheint, war in der 
IPL, INL, ONL und den Müllerzellmikrovilli eine signifikante Zunahme der S100β-
Markierung feststellbar (Abb. 35g, 41).  
Nach 5 Tagen Kulturzeit war im mikroskopischen Bild wiederum ein Anstieg der S100β-
Immunoreaktivität über alle Netzhautschichten zu beobachten (Abb. 36g).  
Über den Kulturzeitraum von einem, drei und 5 Tagen konnte in den retinalen Schichten S2 
(IPL), S3 (INL) und S4 (OPL, ONL, ELM) eine stetige Zunahme der S100β-Dichte 
beobachtet werden, wobei die Werte zueinander keine signifikanten Unterschiede zeigten 
(Abb. 41). 
 
 
4.2.5  Immunhistologie von GS in statischer Netzhautkultur ohne RPE 
 
Die 1-tägige Netzhautkultur zeigte im Anti-GS-gefärbten mikroskopischen Bild ein zur 
Kontrollnetzhaut vergleichbares Ergebnis und in semiquantitativer Analyse eine geringfügige, 
jedoch nicht signifikante Zunahme der GS-Dichte (Abb. 33h, 34h, 42). Nach drei Tagen 
Netzhautkultur war im mikroskopischen Ergebnis eine signifikante Zunahme der 
Glutaminsynthetase-Markierung in der IPL (S2) und in den Müllerzellmikrovilli der ONL 
(S4) sichtbar (Abb. 35h, 42).  
Nach 5 Tagen Netzhautkultur war im Vergleich zur 3-tägigen Kultur eine weitere Zunahme 
der Anti-Glutaminsynthetase-Markierung über die gesamte Netzhaut festzustellen, wobei 
besonders die innere plexiforme Schicht, innere Körnerzellschicht und äußere 
Körnerzellschicht signifikant zunehmend gefärbt sind (Abb. 36h, 42). 
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4.2.6 Zusammenfassung der histologischen Ergebnisse für die statische 
Netzhautkultur ohne RPE nach einem, 3 und 5 Tagen Kultur 
 
Nach einem Tag Netzhautkultur zeigten die Müllerzellen nur für das S100β-Protein eine 
signifikante Zunahme von S2 bis S4. Nach drei Tagen Netzhautkultur zeigten die Müller-
zellen eine signifikante Zunahme aller Gliazellmarker von S2 bis S4. GFAP2 und Vim1 waren 
auch in den Astrozyten der NFL nach drei Tagen Netzhautkultur signifikant erhöht. Während 
Vim1 nach 5 Tagen Netzhautkultur immunhistochemisch nicht mehr nachweisbar war, konnte 
für alle anderen Gliazellmarker eine weitere, signifikante Zunahme beobachtet werden. 
Auffällig ist, dass v.a. die hypertrophischen, apikalen Stammfortsätze der Müllerzellen in der 
IPL (S2) der 5-tägigen Netzhautkultur eine signifikante Zunahme von GFAP1, GFAP2, S100β 
und GS gegenüber der 3-tägigen Kultur aufweisen. 
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Abb. 34a: HE-gefärbte, 1-tägige, statische Netzhaut-
kultur ohne RPE. In der Ganglienzellschicht ist eine Re-
duktion der Zellkernzahl zu beobachten (*). Die 
Schichteneinteilung der Netzhaut: S1 (ILM, NFL, 
GCL), S2 (IPL), S3 (INL), S4 (OPL, ONL, ELM), PRC.
 Abb. 34b: Negativkontrolle zur immunhistologisch ge-
färbten, 1-tägigen, statischen Netzhautkultur ohne RPE. 
Die Kontrollfärbung der Netzhaut zeigt keine un-
spezifische Markierung durch die sekundären Antikörper 
Anti-IgG Alexa Fluor  ms und rb. 
 
 
Abb. 34c: Anti-GFAP  1-markierte, 1-tägige, statische 
Netzhautkultur ohne RPE. In der Nervenfaserschicht 
sind die Astrozyten GFAP1-positiv markiert (*). Die 
Müllerzellen zeigen nur eine geringfügige Immun-
reaktion in den apikalen Fortsätzen der IPL und um die 
Müllerzellsomata der INL (Pfeile). 
 Abb. 34d: Anti-GFAP  2-markierte, 1-tägige, statische 
Netzhautkultur ohne RPE. Nach einem Tag Netzhaut-
kultur zeigen die Müllerzellen keine eindeutige Immun-
reaktion für GFAP2. Die Astrozyten sind als GFAP2-
positiv markierte Zellen in der NFL erkennbar (*). 
 
 
Abb. 34e: Anti-Vim  1-markierte, 1-tägige, statische 
Netzhautkultur ohne RPE. Die Müllerzellen zeigen nach 
einem Tag Netzhautkultur bis auf eine geringfügige 
Markierung der vitrealen Endfüße in der ILM und NFL 
(Pfeile) keine positive Immunreaktion für Anti-Vim1. 
 
 Abb. 34f: Anti-Vim  2-markierte, 1-tägige, statische Netz-
hautkultur ohne RPE. Die grüngefärbten Bereiche der 
NFL weisen auf eine Anti-Vim2-Markierung der Astro-
zyten und vitrealen Müllerzellendfüße hin (*). Die 
Müllerzellen zeigen auch durch die übrigen Netzhaut-
schichten bis zur ELM (Pfeile) eine Färbung. 
 
 
Abb. 34g: Anti-S100β-markierte, 1-tägige, statische 
Netzhautkultur ohne RPE. Obwohl die gefärbten 
zellulären Kompartimente der Netzhaut eine konkrete 
Färbung der Müllerzellen zeigen, ist eine diffuse Anti-
S100β-Markierung zu beobachten. 
 Abb. 34h: Anti-GS-markierte, 1-tägige, statische Netz-
hautkultur ohne RPE. Die GS ist innerhalb der Müller-
zellen über alle Netzhautschichten verteilt.  
ELM 
PRC 
* * * 
* * 
* * 50µm
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Abb. 35a: HE-gefärbte, 3-tä
hautkultur ohne RPE. In der Gan
(*) sowie in beiden Körnerzellsc
eine Reduktion der Zahl der Zel
äußeren Photorezeptorsegmen
vollständig degeneriert (Pfeile). 
Abb. 35c: Anti-GFAP  1-markie
Netzhautkultur ohne RPE. In
vereinzelt markierte Astrozyt
Müllerzellen zeigen von der IL
GFAP1-Markierung (Pfeile). 
Abb. 35e: Anti-Vim  1-markier
Netzhautkultur ohne RPE. In
Astrozyten eine positive Im
Müllerzellen enthalten Vim1 vo
(Pfeile). 
Abb. 35g: Anti-S100β-markie
Netzhautkultur ohne RPE. Di
einen hohen S100β-Gehalt in de
den apikalen Fortsätzen der IPL 
INL (***) und den Müllerzellmi
  
NFL 
GCL 
IPL 
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* *
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ELM S4 
gige, statische Netz-
glienzellschicht (GCL) 
hichten (INL, ONL) ist 
lkerne festzustellen. Die 
te (PRC) erscheinen 
 Abb. 35b: Negativkontrolle zur immunhistologisch 
gefärbten, 3-tägigen, statische Netzhautkultur ohne RPE. 
Die Kontrollfärbung der Netzhaut zeigt keine un-
spezifische Markierung durch die sekundären Antikörper 
Anti-IgG Alexa Fluor ms und rb. 
 
 
 
 
rte, 3-tägige, statische 
 der NFL sind nur 
en sichtbar (*). Die 
M bis zur ELM eine 
 Abb. 35d: Anti-GFAP  2-markierte, 3-tägige, statische 
Netzhautkultur ohne RPE. In der Nervenfaserschicht 
sind viele intensiv markierte Fasern zu sehen, bei denen 
es sich weniger um Müllerzellen, sondern Astrozyten 
handelt, deren Fortsätze parallel zu den Ganglienzell-
fasern verlaufen (*). 
 
 
te, 3-tägige, statische 
 der NFL zeigen die 
munreaktion (*). Die 
n der ILM bis zur ONL 
 Abb. 35f: Anti-Vim  2-markierte, 3-tägige, statische Netz-
hautkultur ohne RPE. Innerhalb der Müllerzellen ist 
reichlich Vim2 vorhanden. Deutlich ist die säulenartige 
Form der Müllerzellen erkennbar, die von der ILM (*) 
bis zur ELM (**) die Netzhaut durchspannen . 
 
 
rte, 3-tägige, statische 
e Müllerzellen zeigen 
n vitreale Endfüßen (*), 
(**), den Somata in der 
krovilli (Pfeile). 
 Abb. 35h: Anti-GS-markierte, 3-tägige, statische Netz-
hautkultur ohne RPE. Besonders die Müllerzellmikrovilli 
(*) und die basalen Endfüße, die die ELM (**) bilden 
sind intensiv gefärbt.  
PRC 
* * *
* 
* 
** 
*** * 
** 
* * 
50µm
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Abb. 36a: HE-gefärbte, 5-tägige, statische Netzhaut-
kultur ohne RPE. Die ILM erscheint aufgelockert und in 
der GCL sind nur noch vereinzelt Zellkerne erkennbar 
(*). Trotz Degeneration der äußeren Photorezeptor-
schicht (PRC) (**) zeigt sich die ELM geschlossen. 
 Abb. 36b: Negativkontrolle zur immunhistologisch ge-
färbten, 5-tägigen, statische Netzhautkultur ohne RPE. 
Die Kontrollfärbung der Netzhaut zeigt keine un-
spezifische Markierung durch die sekundären Antikörper 
Anti-IgG Alexa Fluor ms und rb. 
 
 
Abb. 36c: Anti-GFAP  1-markierte, 5-tägige, statische 
Netzhautkultur ohne RPE. Die Müllerzellen zeigen über 
alle Netzhautschichten eine Zunahme von GFAP1 und 
eine deutliche Hypertrophie (Pfeile). Die Markierung 
der NFL representiert Müllerzellendfüße und nicht 
Astrozyten (*). 
 Abb. 36d: Anti-GFAP  2-markierte, 5-tägige, statische 
Netzhautkultur ohne RPE. Anti-GFAP2-gefärbte Astro-
zyten können nicht mehr beobachtet werden. Die Müller-
zellen zeigen eine intensive Markierung über alle Netz-
hautschichten von der ILM bis zur OPL und vereinzelt 
auch bis zur ELM (*). 
 
 
Abb. 36e: Anti-Vim  1-markierte, 5-tägige, statische 
Netzhautkultur ohne RPE. Nach 5 Tagen Netzhautkul-
tur sind keine Vim1-gefärbten Strukturen in der 
Netzhaut erkennbar. In beiden Körnerzellschichten ist 
ein deutlicher Verlust von Zellkernen festzustellen (*). 
 Abb. 36f: Anti-Vim  2-markierte, 5-tägige, statische Netz-
hautkultur ohne RPE. Die Netzhaut zeigte eine intensive 
jedoch diffuse Verteilung über alle Schichten der 
Netzhaut. Besonders in der IPL ist ein hoher Gehalt von 
Vimentin2 sichtbar (*). 
 
 
Abb. 36g: Anti-S100β-markierte, 5-tägige, statische 
Netzhautkultur ohne RPE. Nach 5 Tagen Kultur ist eine 
Zunahme von S100β innerhalbt der gesamten Netzhaut 
zu beobachten. Die diffuse Verteilung v.a. in der IPL 
weißt auf eine Sekretion von S100β hin (*). 
 Abb. 36h: Anti-GS-markierte, 5-tägige, stat
hautkultur ohne RPE. Glutaminsynthetase lieg
Dichte in allen Netzhautschichten, v.a. in d
INL (**) und ONL (***) vor.  
PRC 
** 
* 
* 
* 
* 
* 
* * * 
** 
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m
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Abb. 37: Semiquantitative Auswertung der Anti-GFAP1-Färbung (Netzhautschichten S1 bis S4) der Kontroll-
netzhaut (Ko), der Netzhaut nach 1 Tag (1d), 3 Tagen (3d) und 5 Tagen (5d) in statischer Kultur ohne RPE. 
Während nach einem Tag Kultur keine Zunahme von GFAP1 festzustellen war, konnte eine signifikante 
Zunahme des GFAP1-Gehalts nach drei Tagen in S2 um 10 ± 10 %, S3 um 16 ± 5 % und S4 um 9 ± 4 % und 
nach 5 Tagen Kultur in S2 um 26 ± 10 %, S3 um 36 ± 9 % und S4 um 34 ± 7 % quantifiziert werden. Nach 5 
Tagen Netzhautkultur stellte sich die GFAP1–Dichte von S2, S3 und S4 vergleichend zur 3-tägigen Kultur weiter 
signifikant zunehmend um 17 ± 14 % (S1), 20 ± 13 % (S2) bzw. um 26 ± 7 % (S3) dar. (Signifikanz bei p<0,05;  
(Ko-1d/3d/5d) STUDENT t-Test; (1d und 5d) (1d und 3d) (3d und 5d) one factor-ANOVA; Mittelwerte ± 
Standardabweichung, n=6) 
 
 
 
Abb. 38: Semiquantitative Auswertung der Anti-GFAP2-Färbung (Netzhautschichten S1 bis S4) der Kontroll-
netzhaut (Ko), der Netzhaut nach 1 Tag (1d), 3 Tagen (3d) und 5 Tagen (5d) in statischer Kultur ohne RPE. In 
der 3-tägigen  Netzhautkultur war  eine signifikante Zunahme der GFAP2-Dichte  in S1  um 20 ± 10 %,  S2 um 
14 ± 10 %, S3 um 13 ± 6 %, S4 um 7 ± 4 % festzustellen. Nach 5 Tagen Netzhautkultur konnte vergleichend zur 
Kontrollnetz-haut eine signifikante Abnahme des GFAP2-Gehaltes in S1 um 13 ± 12 % und eine signifikante 
Zunahme der GFAP2-Markierung in der IPL um 33 ± 16 %, in der INL um 45 ± 16 %, in S4 um 23 ± 4 % und in 
S1-S4 um 21 ± 5 % quantifiziert werden. Vergleichend zur 3-tägigen Netzhautkultur war nach zusätzlichen zwei 
Tagen Kultur (5 Tage Netzhautkultur) eine signifikante Zunahme der GFAP2-Dichte in der IPL um 19 ± 16 %, in 
S3 um 32 ± 14 % und in S4 um 16 ± 6 % festzustellen. 
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko-1d/3d/5d) STUDENT t-Test; (1d und 5d) (1d und 3d) (3d und 5d) one factor-
ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
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Abb. 39: Semiquantitative Auswertung der Anti-Vim1-Färbung (Netzhautschichten S1 bis S4) der Kontrollnetz-
haut (Ko), der Netzhaut nach 1 Tag (1d), 3 Tagen (3d) und 5 Tagen (5d) in statischer Kultur ohne RPE. Die 
Netzhaut zeigt nach drei Tagen Kultur eine signifikante Zunahme der Anti-Vimentin1-Markierung in allen 
Netzhautschichten. Die 3-tägige Netzhautkultur zeigt gegenüber der Kontrollnetzhaut eine signifikante Zunahme 
von  Vim1 in S1 (ILM, NFL) um 16 ± 6 %, in S2 (IPL) um 30 ± 13 %, in S3 (INL) um 49 ± 8 % und in S4 (OPL, 
ONL, ELM)  um 14 ± 5 %  und stellt sich  gegenüber  der 1-tägigen Kultur  um 25 ± 4 % (S1), 29 ± 15 % (S2), 
50 ± 6 % (S3) signifikant erhöht dar. Nach 5 Tagen Netzhautkultur ist vergleichend zur Kontrollnetzhaut (Ko) 
eine signifikant reduzierte Vim1-Dichte in allen Netzhautschichten festzustellen. 
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko-1d/3d/5d) STUDENT t-Test; (1d und 5d) (1d und 3d) (3d und 5d) one factor-
ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
 
 
Abb. 40: Semiquantitative Auswertung der Anti-Vim2-Färbung (Netzhautschichten S1 bis S4) der Kontrollnetz-
haut (Ko), der Netzhaut nach 1 Tag (1d), 3 Tagen (3d) und 5 Tagen (5d) in statischer Kultur ohne RPE. Die 3-
tägige  Kultur  zeigt  vergleichend  zur  Kontrollnetzhaut  einen  signifikant erhöhten  Vim2-Gehalt  in  S2  um 
17 ± 12 %, S3 um 29 ± 11 % und S4 um 17,0 ± 14,2 %. Der Vim2-Gehalt der INL der 3-tägigen Netzhautkultur 
stellt sich gegenüber der 1-tägigen Kultur um 17 ± 7 % signifikant erhöht dar. In der IPL ist erst nach 5-tägiger 
Netzhautkultur eine signifikante Zunahme des Vim2-Gehalts um 36 ± 9 %  festzustellen, wobei sich der Wert 
vergleichend zur 3-tägigen  Netzhautkultur  um 18 ± 9 % signifikant erhöht darstellt. 
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko-1d/3d/5d) STUDENT t-Test; (1d und 5d) (1d und 3d) (3d und 5d) one factor-
ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
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Abb. 41: Semiquantitative Auswertung der Anti-S100β-Färbung (Netzhautschichten S1 bis S4) der Kontroll-
netzhaut (Ko), der Netzhaut nach 1 Tag (1d), 3 Tagen (3d) und 5 Tagen (5d) in statischer Kultur ohne RPE. Die 
semiquantitative Analyse zeigte in S1 erst nach 5 Tagen Netzhautkultur eine signifikante Zunahme der S100β-
Dichte um 17 ± 16 % vergleichend zur Kontrollnetzhaut. In S2 war nach einem Tag Netzhautkultur eine 
signifikante  Zunahme der S100β-Dichte  um 21 ± 14 %, nach drei  Tagen um 32 ± 14 % und nach 5 Tagen um  
41 ± 5 % quantifizierbar. Die S100β-Dichte nimmt in S3 nach einem Tag Kultur um 23 ± 16 % signifikant zu, 
jedoch konnte für die folgenden Kulturzeitpunkte in S3 keine weitere signifikante Änderung des S100β-Gehalts 
festgestellt werden. Die in S4 bestimmte S100β-Dichte zeigte sich im Vergleich zur Kontrollnetzhaut nach 
einem Tag Kultur um 18 ± 16 %, 3 Tagen um 28 ± 17 % und 5 Tagen Kultur um 35 ± 18 % signifikant erhöht. 
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko-1d/3d/5d) STUDENT t-Test; (1d und 5d) (1d und 3d) (3d und 5d) one factor-
ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
 
 
Abb. 42: Semiquantitative Auswertung der Anti-GS-Färbung (Netzhautschichten S1 bis S4) der Kontrollnetz-
haut (Ko), der Netzhaut nach 1 Tag (1d), 3 Tagen (3d) und 5 Tagen (5d) in statischer Kultur ohne RPE. Nach 
drei Tagen Netzhautkultur war ein signifikanter Anstieg der Glutaminsythetasedichte in der inneren plexiformen 
Schicht (S2) um 8 ± 6 % und in der Schicht 4 um 33 ± 9 % im Vergleich zur Kontrollnetzhaut quantifizierbar. 
Die IPL (S2) und INL (S3) zeigten erst nach 5 Tagen Kultur eine um 51 ± 5 % bzw. um 21 ± 8 % signifikant 
erhöhte Anti-GS-Dichte auf. In Schicht 4 war bereits nach drei Tagen eine signifikante Zunahme des Glutamin-
synthetasegehaltes um 33 ± 9 % und nach 5 Tagen Netzhautkultur um 19 ± 8 % im Vergleich zur Kontroll-
netzhaut festzustellen.  
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko-1d/3d/5d) STUDENT t-Test; (1d und 5d) (1d und 3d) (3d und 5d) one factor-
ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
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4.3 STATISCHE NETZHAUTKULTUR MIT RPE 
 
Da nach 3 Tagen statischer Netzhautkultur ohne RPE eine signifikante Zunahme der Gliazell-
marker GFAP, Vimentin, GS und S100β in Müllerzellen festgestellt wurde, sollte untersucht 
werden, ob unter RPE/Choroidea-Cokultur eine Reduktion der glialen Reaktion nach 3 Tagen 
Netzhautkultur zu beobachten ist. 
 
 
4.3.1   Histomorphologie der statischen Netzhautkultur mit RPE 
 
Bereits im mikroskopischen Bild der HE-Färbung konnte in der Netzhaut-RPE/Choroidea-
Cokultur eine verminderte Schädigung der äußeren Photorezeptorzellsegmente, eine deutlich 
höhere Zahl der Zellkerne und eine Reduktion nekrotischer Räume in der ONL beobachtet 
werden (Abb. 43a). 
 
 
4.3.2  Immunhistologie von GFAP in statischer Netzhautkultur mit RPE 
 
Die 3-tägige Netzhaut-RPE/Choroidea-Cokultur zeigte in der Anti-GFAP1- und Anti-GFAP2-
Färbung ein Ergebnis, das mehr der Kontrollnetzhaut entspricht als die Netzhautkultur ohne 
RPE (Abb. 32c, d, 35c, d, 43c, d). 
In der Netzhaut-RPE-Cokultur zeigte sich im mikroskopischen Vergleich zur Netzhautkultur 
ohne RPE eine signifikant geringere GFAP1-Dichte in den apikalen Müllerzellfortsätzen (S2), 
den Müllerzellsomata (S3) und den Mikrovilli der Müllerzellen (S4) (Abb. 35c, 43c, 44).  
Während im mikroskopischen Bild der Anti-GFAP2-gefärbten 3-tägigen Netzhautkultur ohne 
RPE eine Zunahme der GFAP2-Markierung in Müllerzellen festzustellen war, konnte in der 
Netzhaut-RPE-Cokultur nur in der NFL eine zunehmende GFAP2-Dichte vergleichend zur 
Kontrollnetzhaut beobachtet werden (Abb. 32d, 35d, 43d). In semiquantitativer Analyse der 
Netzhaut-RPE-Cokultur zeigt sich gegenüber der Netzhautkultur ohne RPE ein signifikant 
geringerer GFAP2-Gehalt in S3 und S4 (Abb. 45).  
Eine signifikante Zunahme der GFAP1- und GFAP2-Dichte, wie in Netzhautkultur ohne RPE 
über alle Netzhautschichten, konnte unter RPE-Cokultur nur in den apikalen Müllerzell-
endfüßen der Anti-GFAP2-Färbung und den apikalen Müllerzellstammfortsätzen der Anti-
GFAP1-Markierung festgestellt werden. 
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4.3.3  Immunhistologie von Vimentin in statischer Netzhautkultur mit RPE 
 
In Netzhaut-RPE-Cokultur war gegenüber der einfachen Netzhautkultur eine geringere Vim1-
Markierung von der IPL bis zur ELM zu beobachten (Abb. 35e, 43e). Auffällig ist, dass die 
Astrozyten in der Netzhaut-RPE-Cokultur reichlich Vim1 aufweisen, was weder in der 
Kontrollnetzhaut noch in der Netzhautkultur ohne RPE beobachtet wurde (Abb. 32e, 35e, 
43e). Im mikroskopischen Vergleich der Anti-Vim2-Färbung lag für die Netzhautkulturen mit 
bzw. ohne RPE ein ähnliches histologisches Ergebnis mit einer Markierung der Müllerzellen 
von der ILM bis zur ELM vor (Abb. 35f, 43f). Die Netzhaut-RPE-Cokultur zeigt in beiden 
Vimentin-Färbungen eine signifikant geringere Markierung der Müllerzellsomata gegenüber 
der Netzhautkultur ohne RPE auf (Abb. 46, 47). Zudem konnte unter RPE-Cokultur keine 
signifikante Zunahme von Vim1 und Vim2 in den basalen Müllerzellmikrovilli (S4), wie in 
Netzhautkultur ohne RPE feststellbar war, beobachtet werden. 
 
 
4.3.4 Immunhistologie von S100β in statischer Netzhautkultur mit RPE 
 
Für die Netzhaut-RPE-Cokultur war im mikroskopischen Bild vergleichend zur Kontroll-
netzhaut eine Zunahme der Anti-S100β-Dichte über alle Netzhautschichten und gegenüber 
der Netzhautkultur ohne RPE ein signifikant erhöhter S100β-Gehalt in den apikalen 
Müllerzellendfüßen (NFL) und apikalen Fortsätzen (IPL) zu beobachten (Abb. 32g, 35g, 43g). 
Die INL, OPL und ONL zeigten eine signifikant geringere Färbung (Abb. 43g, 48).  
Auffällig ist, dass in Netzhaut-RPE/Choroidea-Cokultur keine signifikante Zunahme der 
S100β-Dichte in S4 vergleichend zur Netzhautkultur ohne RPE feststellbar war. 
 
 
4.3.5  Immunhistologie von GS in statischer Netzhautkultur mit RPE 
 
Im mikroskopischen Bild die Netzhaut-RPE-Cokultur war vergleichend zur Kontrollnetzhaut 
eine intensivere Glutaminsynthetase-Markierung über alle Netzhautschichten, v.a. in der IPL 
und INL zu beobachten, der sich in semiquantitaiver Analyse signifikant erhöht darstellt 
(Abb. 32h, 43h, 49).  
In der Netzhaut-RPE-Cokultur war vergleichend zur Netzhautkultur ohne RPE in den 
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apikalen Müllerzellendfüßen der ILM und NFL (S1) und Müllerzellfortsätzen der IPL (S2) 
eine signifikant höhere GS-Dichte festzustellen, während die Müllerzellmikrovilli in der ONL 
(S4) einen signifikant geringeren Glutaminsynthetasegehalt zeigten (Abb. 35h, 43h, 49). 
 
 
4.3.6  Zusammenfassung der histologischen Ergebnisse für die statische 
Netzhautkultur mit RPE 
 
Im Vergleich zur einfachen Netzhautkultur zeigte die Netzhaut-RPE/Choroidea-Cokultur eine 
signifikant geringere Zunahme gliazellspezifischer Proteine, wie GFAP1 und GFAP2, Vim1 
und Vim2. Die Netzhaut-RPE-Cokultur zeigte gegenüber der Netzhaut ohne RPE eine 
signifikant geringere GFAP1 und GFAP2-Dichte in S3, S4 und für GFAP1 auch in S2. 
Während für beide Vimentine nur in der INL eine signifikant niedrigere Proteindichte in der 
Netzhaut-RPE-Cokultur festzustellen war, konnte in S4 bei beiden Anti-GFAP-Färbungen, 
bei S100β und auch GS eine signifikant geringere Zunahme der Fluoreszenzmarkierung 
gegenüber der einfachen Netzhautkultur beobachtet werden. 
Eine Zunahme der Fluoreszenzmarkierung unter Cokultur des RPEs zeigte sich nur für S100β 
und GS in den apikalen Netzhautschichten (S1, S2). 
Insgesamt zeigen die reduzierte Zunahme der gliazellspezifischen Proteine in den 
Müllerzellsomata und basalen Endfüßen und die erhöhte S100β- und GS-Dichte in den 
apikalen Müllerzellfortsätzen eine reduzierte Hypertrophie der Müllerzellen in Netzhaut-
RPE/Choroidea-Cokultur. 
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Abb. 43a: HE-gefärbte, 3-tägige, statische Netzhaut-
kultur mit RPE. Die Netzhaut zeigt unter Cokultur von 
RPE-Choroidea (**) eine reduzierte Degeneration der 
Photorezeptoraußensegmente (*). S1 (ILM, NFL, 
GCL), S2 (IPL), S3 (INL), S4 (OPL, ONL, ELM), PRC 
 Abb. 43b: Negativkontrolle zur immunhistologisch 
gefärbten, 3-tägigen, statischen Netzhautkultur mit 
RPE. Die Kontrollfärbung der Netzhaut zeigt keine 
unspezifische Markierung durch die sekundären 
Antikörper Anti-IgG Alexa Fluor ms und rb. 
 
 
Abb. 43c: Anti-GFAP  1-markierte, 3-tägige, statische 
Netzhautkultur mit RPE. In der NFL zeigen die Astro-
zyten und Müllerzellen eine deutliche GFAP1-Färbung 
(*), während die Müllerzellen von der IPL bis zur ONL 
nur geringfügig markiert sind (Pfeile). 
 Abb. 43d: Anti-GFAP  2-markierte, 3-tägige, statische 
Netzhautkultur mit RPE. In der NFL enthalten die 
Astrozyten und Müllerzellen reichlich GFAP2 (*). Die 
Müllerzellen zeigen von der IPL bis zur ELM keine 
eindeutige Färbung. 
 
 
Abb. 43e: Anti-Vim  1-markierte, 3-tägige, statische 
Netzhautkultur mit RPE. Die Astrozyten der NFL 
weisen reichlich Vim1 auf. Die Müllerzellen sind von 
den vitrealen Endfüßen (ILM) bis zu den Somata (*) 
und basalen Endfüßen (ELM) geringfügig gefärbt. 
 Abb. 43f: Anti-Vim  2-markierte, 3-tägige, statische 
Netzhautkultur mit RPE. Die müllerschen Gliazellen 
zeigen eine Markierung über das gesamte Zytoplasma 
von der ILM bis zu den Endfüßen der ELM (*). 
 
 
Abb. 43g: Anti-S100β-markierte, 3-tägige, statische 
Netzhautkultur mit RPE. Die Färbung mittels Anti-
S100β kann über alle Netzhautschichten beobachtet 
werden, wobei v.a. die Müllerzellsomata eine hohe 
S100β-Dichte aufweisen (*). 
 Abb. 43h: Anti-GS-markierte, 3-tägige, statische Netz-
hautkultur mit RPE. Das müllerzellspezifische Enzym 
ist in allen Netzhautschichten zu beobachten. Die 
vitrealen und basalen Müllerzellendfüße (*) sowie die 
Somata (**) sind besonders intensiv gefärbt.  
PRC 
(RPE) 
Choroidea 
** 
* * 
* 
* 
* 
* * ** 
50µm
* 
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Abb. 44: Semiquantitative Auswertung der Anti-GFAP1-markierten Fläche der Kontrollnetzhaut, der 3 tägigen 
Netzhautkultur ohne RPE und Netzhaut RPE(Choridea)-Cokultur im Brutschrank. Während die Netzhautkultur 
ohne RPE in S2, S3 und S4 eine signifikante Zunahme von GFAP1 vergleichend zur Kontrollnetzhaut zeigt, liegt 
für die Netzhaut-RPE-Cokultur nur in der inneren plexiformen Schicht (S2) eine signifikant erhöhte GFAP1-
Dichte vor. In semiquantitativer Analyse der Netzhautkultur mit RPE war eine signifikant geringere GFAP1-
Dichte in S2 (um 16 ± 8 %), S3 (21 ± 8 %) und S4 (13 ± 4 %) vergleichend zur Netzhautkultur ohne RPE 
festzustellen. 
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko und 3 d bzw. 3 d+RPE) STUDENT t-Test; (3 d und 3 d+RPE) one factor-ANOVA; 
Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
 
 
 
 
Abb. 45: Semiquantitative Auswertung der Anti-GFAP2-markierten Fläche der Kontrollnetzhaut, der 3 tägigen 
Netzhautkultur ohne RPE und Netzhaut-RPE(Choroidea)-Cokultur im Brutschrank. Die Netzhautkultur ohne 
retinales Pigmentepithel (RPE) zeigt vergleichend zur Kontrollnetzhaut über alle Netzhautschichten eine 
signifikante Zunahme von GFAP2. Demgegenüber kann unter Cokultur des RPEs nach 3 Tagen Netzhautkultur 
nur in der Nervenfaserschicht (S1) eine signifikante Zunahme des sauren Gliafaserproteins (GFAP2) beobachtet 
werden. In semiquantitativer Analyse der Netzhaut-RPE(Choroidea)-Cokultur zeigt sich gegenüber der 
Netzhautkultur ohne RPE ein signifikant geringerer GFAP2-Gehalt in S3 um 13 ± 4 %, S4 um 8 ± 3 % und S1-
S4 um 7 ± 6 %.  
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko und 3 d bzw. 3 d+RPE) STUDENT t-Test; (3 d und 3 d+RPE) one factor-ANOVA; 
Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
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Abb. 46: Semiquantitative Auswertung der Anti-Vim1-markierten Fläche der Kontrollnetzhaut, der 3 tägigen 
Netzhautkultur ohne RPE und Netzhaut-RPE(Choroidea)-Cokultur im Brutschrank. Während in der Netzhaut-
kultur ohne RPE in alle Schichten eine signifikante Zunahme von Vimentin1 vergleichend zur Kontrollnetzhaut 
festzustellen ist, kann für die Netzhaut-RPE(Choroidea)-Cokultur in S4 keine signifikant erhöhte Vimentin1-
Dichte quantifiziert werden. Im semiquantitativen Vergleich war in der inneren Körnerzellschicht (S3) der 
Netzhaut-RPE-Cokultur gegenüber der Netzhautkultur ohne RPE eine um 30 ± 13 % signifikant reduzierte 
Vim1-Dichte festzustellen. 
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko und 3 d bzw. 3 d+RPE) STUDENT t-Test; (3d und 3d+RPE) one factor-ANOVA; 
Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
 
 
 
 
Abb. 47: Semiquantitative Auswertung der Anti-Vim2-markierten Fläche der Kontrollnetzhaut, der 3 tägigen 
Netzhautkultur ohne RPE und Netzhaut-RPE(Choroidea)-Cokultur im Brutschrank. Die Netzhautkultur ohne 
RPE zeigt in S2, S3 und S4 vergleichend zur Kontrollnetzhaut eine signifikante Zunahme von Vimentin2. Wird 
die Netzhaut jedoch 3 Tage mit RPE(Choroidea) kultiviert, ist nur in der inneren plexiformen Schicht (S2) eine 
signifikant erhöhte Vim2-Dichte feststellbar. Im semiquantitativen Vergleich war in S3 der Netzhaut-
RPE(Choroidea)-Cokultur gegenüber der Netzhautkultur ohne RPE eine 19 ± 9 % signifikant geringere Anti-
Vim2-Markierung feststellbar. 
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko und 3 d bzw. 3 d+RPE) STUDENT t-Test; (3 d und 3 d+RPE) one factor-ANOVA; 
Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
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Abb. 48: Semiquantitative Auswertung der Anti-S100β-markierten Fläche der Kontrollnetzhaut, der 3 tägigen 
Netzhautkultur ohne RPE und Netzhaut-RPE(Choroidea)-Cokultur im Brutschrank. In semiquantitativer 
Bildauswertung konnte unter RPE-Cokultur im Vergleich zur einfachen Netzhautkultur in S1 eine signifikante 
Zunahme der S100β-Immunreaktivität um 26 ± 13 % quantifiziert werden, während in der INL (S3) und in der 
Schicht 4 eine signifikante Abnahme der Anti-S100β-Dichte um 12 ± 6 % und 22 ± 11 % festgestellt werden 
konnte. Auffällig ist, dass unter RPE-Cokultur keine signifikante Zunahme der S100β-Dichte in S4 der 
Netzhautkultur quantifizierbar war.  
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko und 3 d bzw. 3 d+RPE) STUDENT t-Test; (3d und 3d+RPE) one factor-ANOVA; 
Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
 
 
 
Abb. 49: Semiquantitative Auswertung der Anti-GS-markierten Fläche der Kontrollnetzhaut, der 3 tägigen 
Netzhautkultur ohne RPE und Netzhaut-RPE(Choroidea)-Cokultur im Brutschrank. In semiquantitativer Analyse 
konnte in Netzhaut-RPE(Choroidea)-Cokultur gegenüber der Kontrollnetzhaut ein signifikanter Anstieg der GS-
Dichte in der inneren plexiformen Schicht und inneren Körnerzellschicht um 33 ± 8 % bzw. um 17 ± 5 % 
festgestellt werden. In der Netzhaut-RPE(Choroidea)-Cokultur war vergleichend zur Netzhautkultur ohne RPE 
in der Nervenfaserschicht (S1) und der inneren plexiformen Schicht (S2) eine signifikante Zunahme der GS-
Dichte um 19 ± 12 % bzw. um 25 ± 8 % festzustellen, während in S4 ein um 17 ± 7 % signifikant geringerer 
Glutaminsythetasegehalt beobachtet werden konnte. 
(Signifikanz bei p<0,05; (Ko und 3 d bzw. 3 d+RPE) STUDENT t-Test; (3 d und 3 d+RPE) one factor-ANOVA; 
Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
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4.4 DYNAMISCHE NETZHAUTKULTUR MIT UND OHNE RPE 
 
Die Netzhautkultur in der dynamischen Gradienten- und Perfusionskammer hat gegenüber der 
Kultur im Brutschrank (Statische Kultur) den Vorteil, dass unter konstantem Mediumstrom, 
der die Netzhaut umspült und durchfließt, ein kontinuierlicher Stoffaustausch gewährleistet 
wird. Die Netzhaut in statischer Kultur steht von der vitrealen Seite mit Luft bzw. mit Sauer-
stoff in Kontakt, während in dynamischen Kultur das retinale Gewebe durch den Medium-
strom mit Sauerstoff versorgt wird. Daher ist für die dynamische Netzhautkultur auf Grund 
der konstanten Nährstoff- und Sauerstoffversorgung ein besseres histologisches Ergebnis zu 
erwarten. Der Vergleich der 3-tägigen Gradienten-/Perfusionskultur mit der statischen 
Netzhautkultur soll zeigen, ob die Kultivierung der Netzhaut unter konstantem Medium-
wechsel einen Einfluss auf den Erhalt des Gewebes hat. Zur Beurteilung der Netzhaut-
kulturen wird die Verteilung und Dichte von GFAP2 in der IPL und INL als Maß gewählt.  
Bereits nach der Entnahme der Netzhaut-RPE-Cokulturen aus der dynamischen Kultur-
kammer war makroskopisch eine instabile Verbindung zwischen Netzhaut und RPE zu 
erkennen, die eine mechanische Belastung der Netzhaut im Mediumstrom der Kammer und 
damit schlechtere histologische Ergebnisse vermuten lässt. 
 
 
4.4.1 Dynamische Netzhautkultur ohne RPE 
 
In der Gradienten- und Perfusionskultur sowie statischen Netzhautkultur ohne RPE war im 
histologischen Bild gleichermaßen eine Zunahme der GFAP2-Markierung in Astrozyten und 
den apikalen Endfüßen (ILM, NFL) und Fortsätzen (IPL) der Müllerschen Gliazellen zu 
beobachten (Abb. 50, 51a, 52a, 53a). Im Gegensatz zur dynamischen Netzhautkultur 
(Gradienten- oder Perfusionskammer) war in der statischen Netzhautkultur vereinzelt eine 
Markierung der Somata und externen Fortsätze der Müllerzellen zu beobachten.  
In semiquantitativer Analyse war in der Perfusionsnetzhautkultur kein signifikanter 
Unterschied der GFAP2-Dichte vergleichend zur Kontrollnetzhaut festzustellen (Abb. 54). 
Während in der Gradientenkultur nur in S2, den apikalen Müllerzellfortsätzen, eine 
signifikante Zunahme der GFAP2-Dichte um 11 ± 10 % nachweisbar war, stellen sich die 
Werte der Anti-GFAP2-Markierung in S2 und S3 der statischen Netzhautkultur im Vergleich 
zur Kontrollnetzhaut signifikant erhöht dar (S2 um 14 ± 10 %, S3 um 13 ± 6 %).  
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4.4.2  Dynamische Netzhautkultur mit RPE 
 
Im mikroskopischen Bild zeigten die statische Netzhaut-RPE-Cokultur und die Gradienten- 
bzw. Perfusionsnetzhaut-RPE-Cokultur gegenüber der Kontrollnetzhaut eine erhöhte GFAP2-
Dichte in S1, wobei für die statische Kultur eine intensivere immunhistologische Markierung 
dieser Schicht zu beobachten war (Abb. 50, 51b, 52b, 53b). Während S2, S3 der statischen 
Netzhaut-RPE-Kultur kaum GFAP2-markiert waren, zeigte die Gradienten- und Perfusions-
RPE-Kulturen in der IPL und INL eine deutliche Zunahme der GFAP2-Immunoreaktivität. 
Auch im mikroskopischen Vergleich zur Gradienten- bzw. Perfusionsnetzhautkultur ohne 
RPE war in der Gradienten- und Perfusionsnetzhaut-RPE-Cokultur eine intensivere GFAP2-
Markierung der IPL und INL zu beobachten (Abb. 52a, b, 53a, b).  
In semiquantitativer Analyse war in S2 der Perfusionskultur mit RPE eine signifikante 
Zunahme der GFAP2-Dichte um 13 ± 11 % und in S2 der Gradienten-RPE-Kultur um 34 ± 10 
% im Vergleich zur Kontrollnetzhaut festzustellen (Abb. 55). Im semiquantitativen Vergleich 
war in S2 der Gradientenkultur ein signifikant höherer GFAP2-Gehalt gegenüber der 
statischen RPE-Cokultur und Perfusions-RPE-Cokultur nachzuweisen. 
 
 
4.4.3  Zusammenfassung der Ergebnisse der 3-tägigen, statischen und dyna-
mischen Netzhautkulturen mit und ohne RPE 
 
Im Vergleich der drei Netzhautkulturen ohne RPE zeigte die Perfusionskultur im GFAP2-
Gehalt der IPL und INL die geringsten Unterschiede zur Kontrollnetzhaut, während in der 
statischen Netzhautkultur die deutlichsten Veränderungen beobachtet wurden. In Gegenüber-
stellung der Netzhaut-RPE-Cokulturen konnte in statische Kultur keine signifikanten 
Unterschiede der GFAP2-Dichte in S2 und S3 vergleichend zur Kontrollnetzhaut festgestellt 
werden. Die Gradienten-RPE-Kultur hingegen zeigte gegenüber der Kontrollnetzhaut eine 
signifikante Zunahme des GFAP2-Gehalts in der inneren plexiformen Schicht (S2). 
Im Vergleich der verschiedenen Netzhautkulturen zeigten die Perfusionsnetzhautkultur ohne 
RPE und die statische Netzhaut-RPE-Cokultur in semiquantitativer Analyse Ergebnisse, die 
nur geringfügig von der Kontrollnetzhaut abweichen. Während in der Perfusionsnetz-
hautkultur ohne RPE eine geringfügige Zunahme der GFAP2-Dichte in der IPL zu beobachten 
war, ist die statische Netzhaut-RPE-Cokultur dem Bild der Kontrollnetzhaut sehr ähnlich und 
zeigt somit das beste Kulturergebnis.  
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Abb. 50: Anti-GFAP  2-gefärbte präparierte Netzhaut. In der 
NFL sind die Astrozyten markiert (*). Auch die blutgefäß-
ständigen Astrozyten enthalten reichlich GFAP (Pfleil). Die 
Müllerzellen zeigen keine eindeutige Färbung. 
 
 Die bereits in Kapitel 4.1.2, 4.2.2 sowie 4.2.3 
gezeigten Bilder der GFAP2-gefärbten Kontrollnetz-
haut, 3-tägigen Netzhautkultur ohne und mit RPE 
werden hier zum besseren Vergleich nochmal 
gezeigt. 
 
 
Abb. 51a: Anti-GFAP  2-markierte, 3-tägige, statische 
Netzhautkultur ohne RPE. In der Nervenfaserschicht sind 
viele intensiv markierte Fasern zu sehen, bei denen es sich 
weniger um Müllerzellen sondern Astrozyten handelt, deren 
Fortsätze parallel zu den Ganglienzellfasern verlaufen (*) 
Die Müllerzellen zeigen nur eine geringfügige Färbung. 
 Abb. 51b: Anti-GFAP  2-markierte, 3-tägige, statische 
Netzhautkultur mit RPE. In der NFL enthalten die 
Astrozyten und Müllerzellen reichlich GFAP2 (*). Die 
Müllerzellen zeigen von der IPL bis zur ELM keine 
eindeutige Färbung. 
   
 
Abb. 52a: Anti GFAP
netzhautkultur ohne RPE
reichlich GFAP2 (*). Die
bis zu den apikalen Fort
In der INL, in der die M
nur vereinzelt gefärbte St
** 
  2-markierte, 3-tägige, Gradienten-
. Die Astrozyten der NFL enthalten 
 Müllerzellen zeigen von der ILM 
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Abb. 53a: Anti-GFAP  2-markierte, 3-tägige, Perfusions-
netzhautkultur ohne RPE. Während in der NFL die 
Astrozyten und vitrealen Müllerzellendfüße markiert sind 
(*), zeigen die apikalen Müllerzellfortsätze in der IPL ebenso 
eine Färbung mittels Anti-GFAP2 (Pfeile). 
 Abb. 53b: Anti-GFAP  2-markierte, 3-tägige, Perfusions-
netzhautkultur mit RPE. Die Astrozyten der Nerven-
faserschicht (*) zeigen eine hohe GFAP2-Dichte. Die 
Müllerzellen sind von der ILM bis zur IPL intensiv 
gefärbt (Pfeile). 
* *
 
 
Abb. 54: Semiquantitativer Vergleich für S2 (IPL) und S3 (INL) der Anti-GFAP2-markierten Netzhautkulturen 
ohne RPE, Gegenüberstellung der 3-tägigen Kulturen und Vergleich zur Kontrollnetzhaut.  
Signifikanz bei p<0,05 zur Kontrollnetzhaut nach STUDENT t-Test, one factor-ANOVA; Mittelwerte ± 
Standardabweichung, n=6) Grad- Grad+, Stat-Grad-, Stat+Grad+, Perf+Grad+ 
 
Abb. 55: Semiquantitativer Vergleich für S2 (IPL) und S3 (INL) der Anti-GFAP2-markierten Netzhaut-RPE-
Cokulturen, Gegenüberstellung der 3-tägigen Kulturen und Vergleich zur Kontrollnetzhaut. 
Signifikanz bei p<0,05 zur Kontrollnetzhaut nach STUDENT t-Test, one factor-ANOVA; Mittelwerte ± 
Standardabweichung, n=6) Grad- Grad+, Stat-Grad-, Stat+Grad+, Perf+Grad+ 
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4.5 GLIOTISCHE NETZHAUTKULTUR MITTELS APIKAL 
APPLIZIERTER MÜLLERZELLEN 
 
Nach intravitrealer Injektion von Müllerzellen wird in der Literatur die Induktion einer Gliose 
beschrieben. In vorliegender Studie wurde untersucht, ob nach Auftragen primärer Müller-
zellen auf die ILM einer Netzhautkultur gliotische Prozesse induziert werden (Kap. 2.4.3). 
Die Müllerzellen wurden auf die ILM der Netzhautkulturen appliziert und die Netzhaut für 
einen Tag bzw. 3 Tage im Brutschrank kultiviert. Da bereits nach einen Tag Kultur der 
Netzhaut mit Müllerzellen auf der ILM deutliche Unterschiede zur Kontrollnetzhaut und 1-
tägigen Netzhautkultur festgestellt werden konnten, werden diese histologischen Ergebnisse 
im folgenden näher erläutert. Die Ergebnisse der 3-tägigen Netzhautkultur sind nicht 
beschrieben. Die 1-tägige Netzhautkultur ohne Müllerzellen auf der ILM wird im Kap. 4.5 mit 
der Bezeichnung „Netzhautkultur(-)Mz“ und die 1-tägige Netzhautkultur mit apikal 
applizierten Müllerzellen auf der ILM mit „Netzhautkultur(+)Mz“ abgekürzt. 
 
 
4.5.1 Histomorphologie von gliotischer Netzhautkultur mittels apikal 
applizierter Müllerzellen 
 
Im histomorphologischen Vergleich zeigt die Netzhautkultur mit apikal applizierten Müller-
zellen gegenüber der 1-tägigen Netzhautkultur(-)Mz eine aufgelockerte Nervenfaserschicht, 
eine Reduktion der Zellkerne in der Ganglienzellschicht und inneren Körnerzellschicht (Abb. 
34a, 56a). Der Einfluss der apikal applizierten Müllerzellen zeigt sich in der Netzhautkultur 
(+)Mz in einer zunehmenden Degeneration der äußeren Photorezeptorsegmente und einer 
stellenweise durchbrochenen äußeren limitierenden Membran (ELM), vergleichend zur 
Netzhautkultur(-)Mz. 
 
 
4.5.2 Immunhistologie von GFAP in gliotischer Netzhautkultur mittels apikal 
applizierter Müllerzellen 
 
Während die Anti-GFAP1-und GFAP2-gefärbte Netzhautkultur(-)Mz im Vergleich zur 
Kontrollnetzhaut weder histologisch noch in semiquantitativer Bildanalyse eine veränderte 
GFAP-Dichte zeigte, war in der Netzhautkultur(+)Mz eine signifikant erhöhte GFAP1- und 
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GFAP2-Dichte in der NFL, IPL und INL festzustellen (Abb. 34c, d, 56c, d).  
Die Müllerzellen, die in der 1-tägigen Netzhautkultur(-)Mz kaum durch Anti-GFAP1 und -
GFAP2 gefärbt sind, stellen sich in der Netzhautkultur(+)Mz von den Endfüßen der ILM über 
die apikalen Stammfortsätze (IPL) bis teilweise in die INL und OPL gefärbt dar (Abb. 56c, d). 
Die Astrozyten, die nach einem Tag Netzhautkultur(-)Mz eine abnehmende GFAP1-Dichte 
aufweisen, zeigen unter Kultur apikal applizierter Müllerzellen eine signifikante Zunahme 
von GFAP1 (Abb. 34c, 56c, 57). Gegenüber der Netzhautkultur(-)Mz stellten sich die GFAP1- 
und GFAP2-Werte der Netzhautkultur(+)Mz in S1 (ILM, NFL), S2 (IPL) und S3 (INL) 
signifikant erhöht dar (Abb. 57, 58). 
 
 
4.5.3 Immunhistologie von Vimentin in gliotischer Netzhautkultur mittels 
apikal applizierter Müllerzellen 
 
Während im mikroskopischen Bild der Vim1-gefärbten Netzhautkultur keine Unterschiede 
zum Bild der Kontrollnetzhaut zu erkennen waren (Abb. 34e), zeigte sich in der Netzhaut-
kultur(+)Mz eine signifikante Zunahme der Anti-Vim1-Färbeintensität in der inneren plexi-
formen Schicht (S2), inneren Körnerzellschicht (S3) und eine signifikant reduzierte Vim1-
Dichte in Schicht 4 (Abb. 56e, 59).  
Im histologischen Vergleich zur Kontrollnetzhaut war in der Netzhautkultur(-)Mz in allen 
Netzhautschichten eine geringfügig erhöhte Anti-Vim2-Dichte zu beobachten (Abb. 34f). 
Demgegenüber zeigte das mikroskopische Bild der Anti-Vim2-gefärbten Netzhautkul-
tur(+)Mz eine deutliche Zunahme der Vimentin2-Dichte (Abb. 56f). Besonders die innere 
Körnerzellschicht (S3) und äußere Körnerzellschicht (S4) der Netzhautkultur(+)Mz zeigten 
eine Anti-Vim2-Immunreaktion, die nur geringfügig in der Kontrollnetzhaut und Netzhaut-
kultur(-)Mz beobachtet wurde. Entsprechend dem mikroskopischen Bild war in der Netz-
hautkultur(+)Mz vergleichend zur Kontrollnetzhaut eine signifikant erhöhte Vimentin2-Dichte 
von S2 bis S4 feststellbar (Abb. 60). Gegenüber der Netzhautkultur(-)Mz konnte in der Netz-
hautkultur(+)Mz ein signifikant höherer Vimentin2-Gehalt in den apikalen Müllerzellfort-
sätzen (IPL), den Müllerzellsomata und den basalen Mikrovilli und Endfüßen (S4) 
nachgewiesen werden (Abb. 60). 
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4.5.4 Immunhistologie von S100β in gliotischer Netzhautkultur mittels apikal 
applizierter Müllerzellen 
 
Die 1-tägige Netzhautkultur(-)Mz zeigte gegenüber der Kontrollnetzhaut in der ILM und NFL 
(S1) keine Zunahme der S100β-Dichte, während von S2 bis S4 eine signifikante Zunahme 
von S100β feststellbar war (Abb. 34g, 61). Die Netzhautkultur(+)Mz hingegen zeigt auch in 
den vitrealen Müllerzellendfüßen (S1) und apikalen Fortsätzen (IPL, S2) eine signifikant 
erhöhte S100β-Dichte vergleichend zur Kontrollnetzhaut (Abb. 56g, 61). Nach 24 Stunden 
Kultur der Netzhaut mit apikal applizierten Müllerzellen ist ein signifikant höherer S100β-
Gehalt in der NFL und der IPL vergleichend zur Netzhautkultur(-)Mz festzustellen. 
 
 
4.5.5 Immunhistologie von GS in gliotischer Netzhautkultur mittels apikal 
 applizierter Müllerzellen 
 
Im mikroskopischen Bild der Netzhautkultur(-)Mz zeigten die gesamten Müllerzellen eine 
Anti-Glutaminsythetase-positive Markierung mit intensivster Färbung der apikalen Endfüße 
und Somata (Abb. 34h). In semiquantitativer Analyse war eine geringfügig, jedoch nicht 
signifikant erhöhte GS-Dichte vergleichend zur Kontrollnetzhaut in nahezu allen retinalen 
Schichten festzustellen (Abb. 62).  
Demgegenüber konnte im mikroskopischen Ergebnis der Netzhautkultur(+)Mz eine 
signifikante Zunahme der Anti-GS-Färbung über alle Netzhautschichten (Abb. 32h, 56h, 62) 
quantifiziert werden. Im Vergleich zur Netzhautkultur(-)Mz zeigte die Netzhautkultur(+)Mz 
einen signifikant höheren GS-Gehalt in den apikalen Müllerzellfortsätzen der IPL (S2) und im 
Bereich der Müllerzellsomata (S3) (Abb. 34h, 56h, 62) 
 
 
4.5.6 Zusammenfassung der Immunhistologie von gliotischer Netzhautkultur 
mittels apikal applizierter Müllerzellen 
 
Während in der Anti-GFAP1 und -GFAP2-Färbung der Netzhautkultur(-)Mz keine Auffällig-
keiten vergleichend zur Kontrollnetzhaut zu beobachten waren, konnte in der Netzhaut-
kultur(+)Mz eine signifikante Zunahme der GFAP1- und GFAP2-Dichte in den apikalen 
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Netzhautschichten festgestellt werden. Die Zunahme der GFAP1- und GFAP2-Markierung 
war sowohl in Müllerzellen als auch in Astrozyten zu beobachten.  
Auch die Anti-Vim1 und -Vim2-Färbung zeigte in der Netzhautkultur(+)Mz eine signifikante 
Zunahme der Vimentindichte in S2 und S3. Demgegenüber konnte in der 1-tägigen 
Netzhautkultur(-)Mz für Anti-Vim2 keine Änderung der Färbung und für Vim1 nur in S4 eine 
signifikante Zunahme vergleichend zur Kontrollnetzhaut festgestellt werden. In der 
Netzhautkultur(+)Mz zeigte sich in S4 eine signifikant geringere Zunahme der Vim1-Dichte, 
jedoch eine signifikant erhöhte Vim2-Dichte.  
Im Vergleich zur Anti-S100β-gefärbten Kontrollnetzhaut konnte in der Netzhautkultur(-)Mz 
in S2 und S4 eine signifikante Zunahme von S100β festgestellt werden, während in der 
Netzhautkultur(+Mz eine signifikante Zunahme über alle Netzhautschichten zu beobachten 
ist. Die Netzhautkultur(+)Mz zeigt gegenüber der Netzhautkultur(-)Mz eine signifikant 
höhere S100β-Dichte in S1 und S2. 
Während in der Anti-GS-gefärbten Netzhautkultur(-)Mz keine signifikanten Unterschiede zur 
Kontrollnetzhaut vorlagen, war in der Netzhautkultur(+)Mz eine signifikante Zunahme über 
alle Netzhautschichten feststellbar. 
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Abb. 56a: HE-gefärbtes Bild der 1-tägigen Netzhaut-
kultur mit apikal applizierten Müllerzellen. Kernzahl in 
der GCL (*) und INL (**) sind reduziert. Die Photore-
zeptoraußensegmente sind degeneriert (***). S1 (ILM, 
NFL, GCL), S2 (IPL), S3 (INL), S4 (OPL, ONL, ELM) 
 Abb. 56b: Negativkontrolle der 1-tägigen Netzhaut-
kultur mit apikal applizierten Müllerzellen. Die Kontroll-
färbung der Netzhaut zeigt keine unspezifische 
Markierung durch die sekundären Antikörper Anti-IgG 
Alexa Fluor ms und rb. 
 
 
Abb. 56c: Anti-GFAP  1-markierte, 1-tägige Netzhaut-
kultur mit apikal applizierten Müllerzellen. In der NFL 
sind die vertikal verlaufenden Astrozytenfasern (*) 
deutlich markiert. Die Müllerzellen zeigen von den 
Endfüßen der ILM bis zur OPL (Pfeile) eine positive 
Immunreaktion. 
 Abb. 56d: Anti-GFAP  2-markierte, 1-tägige Netzhaut-
kultur mit apikal applizierten Müllerzellen. Die 
Astrozyten in der NFL weisen eine hohe GFAP2-Dichte 
auf (*). Die Müllerzellen zeigen eine Immunreaktion von 
den vitrealen Endfüßen der ILM bis zu den apikalen 
Fortsätzen der IPL (Pfeile). 
 
 
Abb. 56e: Anti-Vim  1-markierte, 1-tägige Netzhaut-
kultur mit apikal applizierten Müllerzellen. Während 
die Astrozyten kein Vim1 aufweisen, zeigen die Müller-
zellen einen geringen Vim1-Gehalt in den vitrealen 
Endfüßen, Fortsäzen, Somata bis hin zur OPL (Pfeile). 
 Abb. 56f: Anti-Vim  2-markierte, 1-tägige Netzhautkultur 
mit apikal applizierten Müllerzellen. Die Müllerzellen 
zeigen über alle Netzhautschichten einen eindeutigen 
Vim2-Gehalt auf. Besonders die Müllerzellsomata (*) 
und die basalen Mikrovilli sind intensiv gefärbt (Pfeile). 
 
 
Abb. 56g: Anti-S100β-markierte, 1-tägige Netzhaut-
kultur mit apikal applizierten Müllerzellen. Die Müller-
zellen zeigen über alle Netzhautschichten einen S100β-
Gehalt auf. In diesem mikroskopischen Bild sind die 
Müllerzellmikrovilli besonders gut dargestellt (Pfeile). 
 Abb. 56h: Anti-GS-markierte, 1-tägige Netzhautkultur 
mit apikal applizierten Müllerzellen. Das Enzym GS ist 
im Müllerzellzytoplasma über alle Netzhautschichten zu 
finden. Besonders die ILM und NFL (*), sowie die INL 
und ONL (Pfeile) weisen eine intensive Färbung auf.  
PRC ***
* * * 
* 
* 
50µm
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Abb. 57: Semiquantitative Auswertung der Anti-GFAP1-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach 1-
tägigen Netzhautkultur(-)Mz und der 1-tägigen Netzhautkultur(+)Mz mit apikal applizierten Müllerzellen. Die 1-
tägige Netzhautkultur(-)Mz zeigt gegenüber der Kontrollnetzhaut keine signifikanten Unterschiede. Demgegen-
über kann in der 1-tägigen Netzhautkultur, die mit apikal applizierten Müllerzellen kultiviert wurde, eine signifi-
kante Zunahme der GFAP1-Dichte von der ILM (S1) bis zur INL (S3) festgestellt werden. Gegenüber der 
Netzhautkultur(-)Mz stellt sich der GFAP1-Gehalt in der Netzhautkultur mit apikal applizierten Müllerzellen in 
der S1 um 21 ± 13 %, in S2 um 15 ± 13 %, in S3 um 20 ± 11 % und in S1-S4 um 13 ± 7 % signifikant höher dar. 
S1 (ILM, NFL, GCL),  S2 (IPL),  S3 (INL),  S4 (OPL, ONL, ELM),  Signifikanz bei p<0,05;  (Ko und 1d Netzhautkultur 
(-)Mz bzw. 1d Netzhautkultur(+)Mz) STUDENT t-Test; (1d Netzhautkultur(-)Mz und 1d Netzhautkultur(+)Mz) 
one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
 
 
 
Abb. 58: Semiquantitative Auswertung der Anti-GFAP2-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach 1-
tägigen Netzhautkultur(-)Mz und der 1-tägigen Netzhautkultur(+)Mz mit apikal applizierten Müllerzellen. Die 
Netzhautkultur mit apikal applizierten Müllerzellen zeigt vergleichend zur Kontrollnetzhaut eine signifikant 
erhöhte GFAP2-Dichte in S1, S2, S3 und S1-S4. Im Vergleich zur 1-tägigen Netzhautkultur(-)Mz stellen sich die 
GFAP2-Werte der Netzhautkultur(+)Mz in Schicht1 um 19 ± 9 %, der IPL (S2) um 15 ± 8 %, der INL (S3) um 
10 ± 10 % und S1-S4 um 7 ± 6 % signifikant erhöht dar. 
S1 (ILM, NFL, GCL),  S2 (IPL),  S3 (INL),  S4 (OPL, ONL, ELM),  Signifikanz bei p<0,05;  (Ko und 1d Netzhautkultur 
(-)Mz bzw. 1d Netzhautkultur(+)Mz) STUDENT t-Test; (1d Netzhautkultur(-)Mz und 1d Netzhautkultur(+)Mz) 
one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
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Abb. 59: Semiquantitative Auswertung Anti-Vim1-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach 1-tägigen 
Netzhautkultur(-)Mz und der 1-tägigen Netzhautkultur(+)Mz mit apikal applizierten Müllerzellen. Während die 
Netzhautkultur(-)Mz gegenüber der Kontrollnetzhaut nur in der Schicht 4 eine signifikant erhöhte Vim1-Dichte 
zeigt, weißt die Netzhautkultur(+)Mz vergleichend zur Kontrollnetzhaut einen signifikant größeren Vim1-Gehalt 
in der IPL (S2) um 25 ± 7 % und der INL (S3) um 19 ± 7 % auf. Die Netzhautkultur(+)Mz zeigte gegenüber der 
Netzhautkultur(-)Mz eine signifikant höhere Vim1-Dichte in S2 um 24 ± 9 % und S3 um 20 % ± 5 bzw. ein 
signifikant geringerer Vim1-Gehalt in der Schicht 4 (OPL, ONL, ELM) (um 9 ± 2 %). 
S1 (ILM, NFL, GCL),  S2 (IPL),  S3 (INL),  S4 (OPL, ONL, ELM),  Signifikanz bei p<0,05;  (Ko und 1d Netzhautkultur 
(-)Mz bzw. 1d Netzhautkultur(+)Mz) STUDENT t-Test; (1d Netzhautkultur(-)Mz und 1d Netzhautkultur(+)Mz) 
one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
 
 
 
Abb. 60: Semiquantitative Auswertung Anti-Vim2-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach 1-tägigen 
Netzhautkultur(-)Mz und der 1-tägigen Netzhautkultur(+)Mz mit apikal applizierten Müllerzellen. Nach einem 
Tag Netzhautkultur(-)Mz waren zu den Werten der Kontrollnetzhaut keine signifikanten Änderungen feststell-
bar. In der Netzhautkultur(+)Mz konnte jedoch vergleichend zur Kontrollnetzhaut eine signifikant erhöhte Vim2-
Dichte von S2 bis S4 quantifiziert werden. Gegenüber der Netzhautkultur(-)Mz konnte in der Netzhaut-
kultur(+)Mz ein signifikant höherer Vim2-Gehalt in der IPL (um 15 ± 8 %), INL (um 25 ± 6 %), S4 (um 19 ± 13 
%) und in S1-S4 (um 18 ± 7 %) nachgewiesen werden. 
S1 (ILM, NFL, GCL),  S2 (IPL),  S3 (INL),  S4 (OPL, ONL, ELM),  Signifikanz bei p<0,05;  (Ko und 1d Netzhautkultur 
(-)Mz bzw. 1d Netzhautkultur(+)Mz) STUDENT t-Test; (1d Netzhautkultur(-)Mz und 1d Netzhautkultur(+)Mz) 
one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
 
80 
Ergebnisse   
 
 
 
 
Abb. 61: Semiquantitative Auswertung der Anti-S100β-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach 1-
tägigen Netzhautkultur(-)Mz und der 1-tägigen Netzhautkultur(+)Mz mit apikal applizierten Müllerzellen.  
Während die 1-tägige Netzhautkultur(-)Mz nur von der IPL bis zur ELM eine signifikant höhere S100β-Dichte 
als die präparierte Netzhaut zeigt, ist in der Netzhautkultur(+)Mz auch in der Schicht S1 (ILM und NFL) eine 
sigifikante Zunahme des S100β-Gehalts festzustellen. Vergleich zur Netzhautkultur(-)Mz liegt in der Netzhaut-
kultur(+)Mz in S1 eine um 28 ± 16 % und S2 um 34 ± 15 % signifikant höhere S100β-Dichte vor. 
S1 (ILM, NFL, GCL),  S2 (IPL),  S3 (INL),  S4 (OPL, ONL, ELM),  Signifikanz bei p<0,05;  (Ko und 1d Netzhautkultur 
(-)Mz bzw. 1d Netzhautkultur(+)Mz) STUDENT t-Test; (1d Netzhautkultur(-)Mz und 1d Netzhautkultur(+)Mz) 
one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
 
 
 
Abb. 62: Semiquantitative Auswertung der Anti-GS-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach 1-tägigen 
Netzhautkultur(-)Mz und der 1-tägigen Netzhautkultur(+)Mz mit apikal applizierten Müllerzellen. Die 
Netzhautkultur(+)Mz zeigt vergleichend zur Kontrollnetzhaut über alle Netzhautschichten eine signifikante 
Zunahme der Glutaminsynthetasedichte, während die Werte der Netzhautkultur(-)Mz keine signifikanten Ände-
rungen gegenüber den Werten der Kontrollnetzhaut aufweisen. Vergleichend zur Netzhautkultur(-) ist in der 
Netzhautkultur(+)Mz ein signifikant erhöhter GS-Gehalt in S2 (IPL) (um 27 ± 8 %), S3 (INL) (um 22 ± 9 %) 
und in S1-S4 (um 20 ± 9 %) feststellbar. 
S1 (ILM, NFL, GCL),  S2 (IPL),  S3 (INL),  S4 (OPL, ONL, ELM),  Signifikanz bei p<0,05;  (Ko und 1d Netzhautkultur 
(-)Mz bzw. 1d Netzhautkultur(+)Mz) STUDENT t-Test; (1d Netzhautkultur(-)Mz und 1d Netzhautkultur(+)Mz) 
one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardabweichung, n=6) 
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4.6  GLIOTISCHE NETZHAUTKULTUR MITTELS KOLLAGEN I 
 
In primärer Müllerzellkultur wurden die Proteine Kollagen I, Kollagen IV und Fibronektin in 
Verdünnung ins Kulturmedium gegeben, um einen proliferationsfördernden Einfluss der 
ECM-Proteine beurteilen zu können. Nach einer Kulturzeit von ein und zwei Tagen wurden 
Vitalität, Morphologie und Zelldichte der Müllerzellkulturen mikroskopisch und die Zell-
dichte der Kulturen per colorimetrischer Proteinbestimmung beurteilt.  
Nachdem in Müllerzellkultur ein Einfluss von Kollagen I auf die gliale Proliferation 
beobachtet werden konnte, wurde die Netzhaut ebenso in einem Kollagen I/Kulturmedium-
gemisch kultiviert. 
 
 
4.6.1  Einfluss von Kollagen I auf Müllerzellen in Kultur 
 
Für die Müllerzellkulturen, die in einer Kollagen IV- bzw. Fibronektin-Verdünnung kultiviert 
wurden, konnten im mikroskopischen Bild und nach Proteinbestimmung keine Unterschiede 
zur Kontrollkultur festgestellt werden. Diese Ergebnisse werden im folgenden nicht näher 
erläutert. Sowohl für die Müllerzellkontrollkulturen als auch für die Müllerzellkultur in 
Kollagen I-Verdünnung wurden Zellen für 24 und 48 Stunden kultiviert und die 
mikroskopischen Bilder der HE-, Vitalfärbung und die Proteinwerte gegenübergestellt.  
Nach 24 Stunden zeigten die Müllerzellen, die in Kollagen I-Verdünnung kultiviert wurden, 
in der HE- und Vitalfärbung ein Zellbild, das dem der Müllerzellkontrollkultur entspricht 
(Abb. 63, 64). Die Gliazellen bilden in Monolayer einen semikonfluenten Zellrasen und 
zeigten eine der Müllerzellkontrollkultur entsprechende Zellproliferation bzw. Zelldichte, was 
durch die vergleichbaren Proteinwerte der Kontrollkultur und der Müllerzellkultur in 
Kollagen I bestätigt wurde (Abb. 69a).  
In Vitalfärbung zeigten die Müllerzellkontrollkultur sowie die Müllerzellkultur in Kollagen I, 
dass 95 bis 100 % der Zellen vital sind und bis zu 5 % der Zellen nekrotische Merkmale 
aufweisen. Auffällig war, dass die Müllerzellen, die in Anwesendheit von Kollagen I kulti-
viert wurden, eine größere Anzahl von zellulären Kontakten zu Nachbarzellen ausbildeten als 
die Kontrollmüllerzellen (Abb. 63, 64a, b, 68). Zudem zeigte die Morphologie der Müller-
zellen, die in Kollagen I-Verdünnung  kultivert wurden, gegenüber den Kontrollzellen 
kompaktere Zellkerne und eine Reduktion des kernnahen Zytoplasmas.  
Nach 48 Stunden zeigte die Müllerzellkontrollkultur ein Zellbild, dass dem der 24-stündigen 
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Kontrollkultur entsprach (Abb. 63a, b). Auch die Zelldichte und die Werte der Protein-
messung zeigten ein vergleichbares Ergebnis beider Müllerzellkontrollkulturen (Abb. 69b).  
Die Müllerzellkultur in Kollagen I/Kulturmedium zeigte nach 48 Stunden Kultur im 
mikroskopischen Vergleich zur Kontrollkultur eine vergleichbare Anzahl vitaler und 
nekrotischer Zellen, jedoch eine deutlich Zunahme der Gesamtzellzahl (Abb. 63, 68). Im 
morphologischen Vergleich zur Kontrollkultur ist in der Müllerzellkultur in Kollagen I eine 
zunehmende Kontaktierung von Zelle zu Zelle über Fortsätze und eine vermehrtes Bestreben 
der Zellen, sich zu Zellclustern anzuordnen bzw. Zellmultilayer auszubilden zu beobachten.  
Die im Zellbild der Müllerzellkultur in Kollagen I/Kulturmedium sichtbar erhöhte Zellzahl 
wird durch die ermittelten Proteinwerte bestätigt (Abb. 69b). Die Müllerzellkultur, die in 
Kollagen I-Verdünnung kultiviert wurde, zeigte nach 48 Stunden Kultur im Vergleich zur 
Kontrollkultur (100 ± 6 %) einen Proteingehalt von 136 ± 18 %, der gegenüber der Kontrolle 
eine signifikante Zunahme des Proteingehalts und damit der Zellzahl um 36 ± 24 % darstellt. 
 
Die Versuche in Müllerzellkultur haben gezeigt, dass Kollagen I einen Einfluss auf die 
Proliferation der Müllerzellen hat und somit als potentieller Stimulator der Gliose in 
Netzhautkultur in Frage kommt. Ob eine Proliferation bzw. Hypertrophie der Müllerzellen in 
Netzhautgewebekultur durch die Anwesendheit von Kollagen I im Kulturmedium induziert 
werden kann, wurde in dieser Studie untersucht und ist im nächsten Kapitel erläutert. 
 
 
  
 
 
200µm
 63aAbb. 63: Hämalaun- (63a) und Vitalfärbung (63b) der M
Gliazellen sind gut ausgebreitet und stehen stellenweise über
Vitalfärbung sind nahezu ausschließlich grüngefärbte, d.h. leb
 63büllerzellkontrollkultur nach 24 h Kulturzeit. Die 
 ihre Fortsätze mit Nachbarzellen in Kontakt. In der 
ende Gliazellen zu beobachten.  
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bb. 65: Hämalaun- (65a) und Vitalfärbung (65b) der Mü
üllerzellkultur(+)Col I ist eine zunehmend Formierung 
nordnung der Zellen zu Multilayern zu beobachten. 
 
bb. 66a: Proteingehalt nach 24 h Kulturzeit in der 
üllerzellkontrollkultur und Müllerzellkultur in 
ollagen I (+Col I). Nach einem Tag Müllerzellkultur 
n Kollagen I war kein signifikanter Unterschied des 
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Signifikanz bei p<0,05, STUDENT t-Test, Mittelwerte ± Sta64büllerzellen nach 24h Kultur in Kollagen I. Die 
chbarzellen in Kontakt und zeigen gegenüber der 
nd eine größere Anzahl von Zell-Zell-Kontakten. 
 65a 65bllerzellen nach 48h Kultur in Kollagen I. In der 
zu Zellcluster und beim Durchfocussieren eine 
 
b. 66b: Proteingehalt nach 48 h Kulturzeit der 
llerzellkontrollkultur und Müllerzellkultur in Kolla-
 I (+Col I). Nach 2 Tagen Kultur der Müllerzellen 
Kollagen I war eine signifikante Zunahme des 
teingehalts um 36 ± 24 % festzustellen.  
ndardabweichung, n=4) 
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4.6.2  Histomorphologie der gliotischen Netzhautkultur mittels Kollagen I 
 
Nachdem für Kollagen I bereits in Müllerzellkultur ein proliferationsfördernder Einfluss 
festgestellt wurde, wird die Wirkung des ECM-Proteins auf Gliazellen der Netzhaut-
gewebekultur untersucht. Sollte eine proliferationsstimulierende Wirkung auf Müllerzellen in 
Netzhautkultur beobachtet werden, stellt diese Versuchsanordnung ein Gliose-in vitro-
Testsystem dar.  
Die Netzhaut wurde für einen Tag und drei Tage in statischer Kultur ohne RPE in 
Anwesenheit von Kollagen I im Medium kultiviert. Da nach einem Tag Kultur der Netzhaut 
in einer Kollagen I/Kulturmedium-Verdünnung keine immunhistologischen Unterschiede zur 
1-tägigen Netzhautkultur ohne Kollagen I festgestellt werden konnten, werden im folgenden 
nur die Ergebnisse der 3-tägigen Netzhautkultur beschrieben. Die Auswertung der 
immunhistologischen Ergebnisse erfolgt durch den Vergleich der 3-tägigen Netzhautkultur in 
Kollagen I mit der Kontrollnetzhaut und mit der 3-tägigen Netzhautkultur ohne Kollagen I. 
Die 3-tägige Netzhautkultur ohne Kollagen I wird im Kap. 4.6 mit der Bezeichnung 
„Netzhautkultur(-)Col I“ und die 3-tägige Netzhautkultur, die in einem Kollagen I/Kulturme-
dium-Gemisch kultiviert wurde, mit „Netzhautkultur(+)Col I“ abgekürzt. 
Im histologischen Bild der HE-Färbung zeigt die Netzhaut, die in einer Kollagen I-
Verdünnung kultiviert wurde, blasig vergrößerte Zellkerne in der GCL und INL sowie eine 
verminderte Zahl von Zellkernen in der inneren Körnerzellschicht vergleichend zur 3-tägigen 
Netzhautkultur(-)Col I (Abb. 35a, 67a). 
 
 
4.6.3 Immunhistologie von GFAP in gliotischer Netzhautkultur mittels  
Kollagen I 
 
Gegenüber der Netzhautkultur(-)Col I zeigte sich in der Netzhautkultur(+)Col I eine höhere 
GFAP1-Dichte in Astrozyten und in Müllerzellen, deren apikalen Fortsätze und -somata 
verdickt bzw. hypertrophisch erscheinen (Abb. 35c, 67c). In semiquantitativer Analyse zeigte 
die Netzhautkultur(+)Col I gegenüber der Netzhautkultur(-)Col I eine signifikant höhere 
GFAP1-Dichte in S1 und S3 (Abb. 68). 
Im Vergleich zum mikroskopischen Bild der Kontrollnetzhaut, in der nur Astrozyten GFAP2-
positiv gefärbt waren, konnte in der Netzhautkultur(-)Col I bereits eine intensivere GFAP2-
Färbeintensität der NFL und eine geringfügige Markierung der Müllerzellfortsätze und -
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somata beobachtet werden (Abb. 32d, 35d). In der Netzhautkultur(+)Col I war gegenüber der 
Netzhautkultur ohne Kollagen I eine Zunahme der GFAP2-Dichte in den Müllerzellfortsätzen 
und –somata festzustellen (Abb. 35d, 67d). Beide Netzhautkulturen zeigten gegenüber der 
präparierten Netzhaut eine signifikante Zunahme der GFAP2-Werte in allen 
Netzhautschichten, jedoch konnte in Netzhautkultur(+)Col I eine signifikant höhere GFAP2-
Dichte in der IPL und in der INL vergleichend zur Netzhautkultur(-)Col I festgestellt werden 
(Abb. 69). 
 
 
4.6.4 Immunhistologie von Vimentin in gliotischer Netzhautkultur mittels  
Kollagen I 
 
Die Netzhautkultur(+)Col I weißt im Vergleich zur Netzhautkultur(-)Col I eine deutlich 
geringere Vim1-Markierung von S1 bis S4 auf (Abb. 32e, 35e, 67e), was sich in semi-
quantitativer Analyse in einer signifikant geringere Vim1-Dichte in S1 in S3 und in S4 zeigte 
(Abb. 70). 
Gegenüber der Netzhautkultur(-)Col I war in der Netzhautkultur(+)Col I eine geringfügige 
Verdickung der apikalen Müllerzellfortsätze und eine intensivere Anti-Vimentin2-Färbung der 
Müllerzellsomata zu beobachten (Abb. 35f, 67f). Während im Vergleich zur Kontrollnetzhaut 
in der Netzhautkultur(-)Col I eine signifikante Zunahme der Vim2-Dichte in S2, S3 und S4 
quantifiziert werden konnte, zeigte die Netzhautkultur(+)Col I nur in S2 und S3 einen 
signifikant erhöhten Vim2-Gehalt (Abb. 71). Die Unterschiede in semiquantitativer Analyse 
der Anti-Vimentin2-Färbung zwischen Netzhautkultur(-)Col I und Netzhautkultur(+)Col I 
waren nicht signifikant. 
 
 
4.6.5   Immunhistologie von S100β in gliotischer Netzhautkultur mittels 
 Kollagen I 
 
Die Netzhautkultur(+)Col I zeigte im histologischen Bild vergleichend zur Kontrollnetzhaut 
eine Zunahme der S100β-Dichte von der inneren limitierenden Membran, über die innere 
plexiforme Schicht bis zur inneren Körnerzellschicht (Abb. 32g, 67g). Hingegen zeigt die 
Netzhautkultur(-)Col I von der inneren plexiformen Schicht bis zur ONL eine höhere S100β-
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Dichte als in der Kontrollnetzhaut (Abb. 32g, 35g). Im Vergleich der beiden Netzhautkulturen 
war in der Netzhautkultur(+)Col I in S1 eine höhere und in S3 sowie S4 eine signifikant 
geringere S100β-Dichte als in der Netzhautkultur(-)Col I zu beobachten (Abb. 35g, 67g, 72). 
 
 
4.6.6   Immunhistologie von GS in gliotischer Netzhautkultur mittels Kollagen I 
 
Gegenüber der Netzhautkultur(-)Col I, die eine Zunahme der Glutaminsythetase-Markierung 
über alle Netzhautschichten aufweist, zeigte die Netzhautkultur(+)Col I eine intensivere GS-
Färbung der Müllerzellendfüße in der Nervenfaserschicht und der apikalen Müllerzellfortsätze 
in der IPL (Abb. 32h, 35h, 67h). In semiquantitativer Analyse zeigten die Netzhaut-
kultur(+)Col I und (-)Col I gegenüber der präparierten Netzhaut eine signifikante Zunahme 
der Glutaminsythetase-Dichte in Schicht 2 und Schicht 4, wobei in S4 der Netzhaut-
kultur(+)Col I ein signifikant geringerer GS-Gehalt als in der Netzhautkultur(-)Col I 
festzustellen war (Abb. 73). 
 
 
4.6.7 Zusammenfassung der Immunhistologie von gliotischer Netzhautkultur 
mittels Kollagen I 
 
Im Vergleich zur Netzhautkultur(-)Col I konnte in der Netzhautkultur(+)Col I eine signifi-
kante Zunahme der GFAP1-Dichte in S1 und S3, der GFAP2-Dichte in S2 und S3 und der 
S100β-Dichte in S1 festgestellt werden. In der Anti-Vim2-Färbung beider Netzhautkulturen 
waren keine signifikanten Unterschiede quantifizierbar. Während für Vim1 in beiden Netz-
hautkulturen eine signifikante Zunahme von S1 bis S4 zu beobachten war, zeigte die Netz-
hautkultur(+)Col I eine signifikant geringere Zunahme in S1, S3 und S4. Auch in S3 und S4 
der Anti-S100β-gefärbten und in S4 der Anti-GS-markierten Netzhautkultur(+)Col I konnte 
vergleichend zur Netzhautkultur(-)Col I eine signifikant geringere Zunahme beobachtet 
werden. Insgesamt war in Anwesendheit von Col I eine Zunahme gliaspezifischer Marker in 
den vitrealen und eine Abnahme in den basalen Netzhautschichten zu beobachten. 
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Abb. 67a: HE-gefärbte, 3-tägige Netzhautkultur mit 
Kollagen I im Medium. In der GCL sind nur vereinzelt 
Kerne erkennbar (Pfeile). Die Photorezeptoraußenseg-
mente erscheinen degeneriert (**). S1 (ILM, NFL, 
GCL), S2 (IPL), S3 (INL), S4 (OPL, ONL, ELM), PRC 
 Abb. 67b: Negativkontrolle zur immunhistologisch 
gefärbten, 3-tägigen Netzhautkultur, die mit Kollagen I 
im Medium kultiviert wurde. Die Kontrollfärbung zeigt 
keine unspezifische Markierung durch Anti-IgG Alexa 
Fluor ms und rb. 
 
 
Abb. 67c: Anti-GFAP  1-markierte, 3-tägige, Netzhaut-
kultur mit Kollagen I im Medium. Die Astrozyten (*) 
und Müllerzellen weisen reichlich GFAP1 auf. Die 
apikalen Müllerzellfortsätze erscheinen verdickt bzw. 
hypertrophisch (Pfeile). 
 Abb. 67d: Anti-GFAP  2-markierte, 3-tägige Netzhautkul-
tur mit Kollagen I im Medium. In der NFL sind die 
Astrozyten (*) und vitrealen Müllerzellendfüße gefärbt. 
Die Müllerschen Gliazellen stellen sich in der IPL und 
INL mit reichlich GFAP2 dar (Pfeile). 
 
 
Abb. 67e: Anti-Vim  1-markierte, 3-tägige Netzhautkul-
tur mit Kollagen I im Medium. Die Müllerzellen zeigen 
einen geringfügigen Vim1-Gehalt von den apikalen 
Endfüßen bis zur OPL (Pfeile). Die Astrozyten sind 
nicht gefärbt.  
 Abb. 67f: Anti-Vim  2-markierte, 3-tägige Netzhautkultur 
mit Kollagen I im Medium. Vimentin2 stellt sich immun-
histologisch in den Müllerzellen von der ILM bis zur 
INL dar (Pfeile). Vereinzelt sind markierte Müllerzell-
kompartimente in der ONL zu beobachten (*). 
 
 
Abb. 67g: Anti-S100β-markierte, 3-tägige Netzhaut-
kultur, die mit Kollagen I im Medium kultiviert wurde. 
Die Müllerzellen weisen von der ILM bis zur OPL eine 
hohe S100β-Dichte auf (*).  
 Abb. 67h: Anti-GS-markierte, 3-tägige Netzhautkultur 
mit Kollagen I im Medium. Die Müllerzellen enthalten 
reichlich GS. Besonders die ILM und NFL (*) und ELM 
(**) sind intensiv gefärbt.  
ELM 
PRC * 
* * 
* 
* * 
* 
* 
50µm** 
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Abb. 68: Semiquantitative Auswertung der Anti-GFAP1-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach drei 
Tagen Kultur und der Netzhaut nach drei Tagen in Kollagen I/Kulturmedium. Während die Netzhautkultur ohne 
Kollagen I vergleichend zur Kontrollnetzhaut in allen Netzhautschichten eine signifikante Zunahme der GFAP1-
Dichte aufweißt, läßt sich für die Netzhautkultur in Kollagen I nur in S1, S2 und S3 und nicht in S4 ein 
signifikant erhöhter GFAP1-Gehalt feststellen. In semiquantitativer Analyse zeigt die Netzhaut, die in einer 
Kollagen I/Kulturmediumverdünnung kultiviert wurde gegenüber der Netzhautkultur ohne Kollagen I eine 
signifikant höhere GFAP1-Dichte in S1 um 33 ± 7 %, in S3 um 17 ± 8 % und S1-S4. 
S1  (ILM, NFL, GCL), S2  (IPL),  S3  (INL),  S4 (OPL,  ONL, ELM), (Signifikanz  bei p<0,05; (Ko  und 3 d(-)Col I bzw. 
3 d(+)Col I) STUDENT t-Test; (3 d(-)Col I und 3 d(+)Col I) one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardab-
weichung, n=6) 
 
 
 
 
Abb. 69: Semiquantitative Auswertung der Anti-GFAP2-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach drei 
Tagen Kultur und der Netzhaut nach drei Tagen in Kollagen I/Kulturmedium. Während die GFAP2-Werte beider 
Netzhautkulturen eine signifikante Zunahme in allen Netzhautschichten zeigen und in S1 und S4 nahezu gleich 
waren, konnte in Netzhautkultur(+)Col I eine signifikant höhere GFAP2-Dichte in der IPL (um 11 ± 10 %) und 
in der INL (um 21 ± 9 %) vergleichend zur Netzhautkultur(-)Col I festgestellt werden. 
S1  (ILM, NFL, GCL), S2  (IPL),  S3  (INL),  S4 (OPL,  ONL, ELM), (Signifikanz  bei p<0,05; (Ko  und 3 d(-)Col I bzw. 
3 d(+)Col I) STUDENT t-Test; (3 d(-)Col I und 3 d(+)Col I) one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardab-
weichung, n=6) 
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Abb. 70: Semiquantitative Auswertung der Anti-Vim1-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach drei 
Tagen Kultur und der Netzhaut nach drei Tagen in Kollagen I/Kulturmedium. Vergleichend zu den Werten der 
Kontrollnetzhaut weißt die 3-tägige Netzhautkultur ohne Kollagen I in allen Netzhautschichten eine signifikante 
Zunahme der Vimentin1-Dichte auf, während in der Netzhautkultur mit Kollagen I nur von S2 bis S4, jedoch 
nicht in Schicht 1 (ILM, NFL, GCL), ein signifikant erhöhter Vimentingehalt festzustellen ist. Die Netzhaut-
kultur, die mit Kollagen I im Kulturmedium kultiviert wurde, zeigt gegenüber der Netzhautkultur ohne Kollagen 
I eine signifikant geringere Vim1-Dichte in S1 um 29 ± 4 %, in S3 um 19 ± 12 % und in S4 um 10 ± 6 %. 
S1  (ILM, NFL, GCL), S2  (IPL),  S3  (INL),  S4 (OPL,  ONL, ELM), (Signifikanz  bei p<0,05; (Ko  und 3 d(-)Col I bzw. 
3 d(+)Col I) STUDENT t-Test; (3 d(-)Col I und 3 d(+)Col I) one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardab-
weichung, n=6) 
 
 
 
Abb. 71: Semiquantitative Auswertung der Anti-Vim2-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach drei 
Tagen Kultur und der Netzhaut nach drei Tagen in Kollagen I/Kulturmedium. Während im Vergleich zur 
Kontrollnetzhaut in der Netzhautkultur(-)Col I eine signifikante Zunahme der Vim2-Dichte in S2, S3 und S4 
quantifiziert werden konnte, zeigte die Netzhautkultur(+)Col I nur in S2 (um 29 ± 9 %) und S3 (um 31 ± 17 %) 
einen signifikant erhöhten Vim2-Gehalt. Die Unterschiede in semiquantitativer Analyse zwischen 
Netzhautkultur(-)Col I und Netzhautkultur(+)Col I waren nicht signifikant. 
S1  (ILM, NFL, GCL), S2  (IPL),  S3  (INL),  S4 (OPL,  ONL, ELM), (Signifikanz  bei p<0,05; (Ko  und 3 d(-)Col I bzw. 
3 d(+)Col I) STUDENT t-Test; (3 d(-)Col I und 3 d(+)Col I) one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardab-
weichung, n=6) 
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Abb. 72: Semiquantitative Auswertung der Anti-S100β-Färbung der Kontrollnetzhaut, der Netzhaut nach drei 
Tagen Kultur und der Netzhaut nach drei Tagen in Kollagen I/Kulturmedium. Im Vergleich zu den Werten der 
Kontrollnetzhaut kann in der Netzhautkultur ohne Kollagen I neben einer signifikanten Zunahme des S100β-
Gehaltes in der IPL(S2) und INL(S3) auch in der basalen Schicht 4 eine signifikant erhöhte S100β-Dichte 
festgestellt werden. Die Netzhaut, die in Kollagen I/Kulturmedium kultiviert wurde zeigt in S2, S3, aber auch in 
S1 (ILM, NFL, GCL) einen signifikant erhöhten S100β-Gehalt gegenüber der Kontrollnetzhaut. Entsprechend 
dem mikroskopischen Ergebnis war auch in semiquantitativer Analyse zwischen beiden Netzhautkulturen ein 
signifikanter Unterschied in S1 (um 32 ± 10 %), S3 (um 22 ± 4 %) und S4 (um 26 ± 14 %) festzustellen. 
S1  (ILM, NFL, GCL), S2  (IPL),  S3  (INL),  S4 (OPL,  ONL, ELM), (Signifikanz  bei p<0,05; (Ko  und 3 d(-)Col I bzw. 
3 d(+)Col I) STUDENT t-Test; (3 d(-)Col I und 3 d(+)Col I) one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardab-
weichung, n=6) 
 
 
 
Abb. 73: Semiquantitative Auswertung der Anti-GS-Färbung der Kontrollnetzhaut (Ko), der Netzhaut nach drei 
Tagen Kultur und der Netzhaut nach drei Tagen in Kollagen I/Kulturmedium. Beide Netzhautkulturen weisen im 
Vergleich zu den Werten der Kontrollnetzhaut eine signifikant erhöhte Glutaminsynthetasedichte in der inneren 
plexiformen Schicht (S2) und der Schicht 4 (OPL, ONL, ELM) auf. Die Netzhaut, die in einer Kollagen 
I/Kulturmedium-Verdünnung kultiviert wurde, zeigt in den Schicht S1 und S2 geringfügig, jedoch nicht 
signifikant erhöhte GS-Werte. Die Schicht 4 der Netzhautkultur(+)Col I stellt sich gegenüber der Netzhautkultur 
ohne Kollagen I um 20 ± 11 % signifikant reduziert dar. 
S1  (ILM, NFL, GCL), S2  (IPL),  S3  (INL),  S4 (OPL,  ONL, ELM), (Signifikanz  bei p<0,05; (Ko  und 3 d(-)Col I bzw. 
3 d(+)Col I) STUDENT t-Test; (3 d(-)Col I und 3 d(+)Col I) one factor-ANOVA; Mittelwerte ± Standardab-
weichung, n=6) 
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5  DISKUSSION 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Netzhautgewebekulturen vom adulten Haus-
schwein etabliert und an Hand der Gliazellreaktion immunhistochemisch per Anti-GFAP1, -
GFAP2, -Vimentin1, -Vimentin2, -S100β, -Glutaminsynthetase charakterisiert. Bei dem Ver-
such die Ergebnisse der immunhistologischen Färbungen mit Unterstützung der Literatur-
daten beurteilen zu können fällt auf, dass die histologischen Merkmale der Netzhautgliose 
nicht genau definiert sind. Wie ist die immunhistochemische Verteilung der Intermediär-
filamente GFAP und Vimentin sowie der Gliazellmarker S100β und Glutaminsynthetase in 
der gesunden und der gliotischen Netzhaut zu interpretieren? 
 
 
5.1  HISTOLOGIE DER PRÄPARIERTEN NETZHAUT 
 
Einige der präparierten Netzhäute zeigen im Vergleich zur gesunden Netzhaut vom Haus-
schwein histomorphologische Veränderungen, sowie Störungen des retinalen Schichtaufbaus 
und Netzhautrisse, die v.a. durch Druck und Zug während der Netzhautpräparation entstanden 
sind (Kap.4.1.1). Nach erfolgreicher Netzhautpräparation war jedoch ein histologisches Bild 
entsprechend der gesunden Netzhaut festzustellen, bis auf eine frühe Degeneration der äuße-
ren Photorezeptorsegmente, die eine Folge der Netzhautablösung vom RPE darstellt (Caffé 
1989, Engelsberg 2004). In vitro-Studien an Netzhautkulturen haben gezeigt, dass nach 
Axotomie apoptotische Prozesse in der GCL bereits wenige Stunden später beginnen (Garcia-
Valenzuela 1994, Isenmann 1997), was sich in dieser Studie in der frühen Degeneration der 
Ganglienzellen in der präparierten Netzhaut zeigte. 
In immunhistologischer Analyse wurde die Kontrollnetzhaut mittels 6 gliaspezifischer Anti-
körper charakterisiert (Kap. 4.1.2 bis 4.1.5). In der Anti-GFAP1- und GFAP2-Färbung der 
Kontrollnetzhaut waren die Astrozyten darstellbar, deren Hauptintermediärfilament das saure 
Gliafaserprotein ist (Madigan 1994, Winkler 2002, Lewis und Fisher 2003). Je nach Wahl des 
Anti-GFAP-Antikörpers ist in der Literatur eine durchgängige Färbung der Müllerzellen 
beschrieben (Feigenspan 1993, Lewis 1999, Winkler 2002), wie in dieser Studie für die Anti-
GFAP1-gefärbten Müllerzellen festgestellt wurde. Andererseits konnte Eisenfeld (1984) keine 
eindeutige Anti-GFAP-Markierung der Müllerzellen beobachten, wie in dieser Arbeit für die 
Anti-GFAP2-gefärbte Kontrollnetzhaut gezeigt wurde. Demgegenüber konnte Mckay (2004) 
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GFAP in der gesunden Netzhaut vom Hausschwein in Müllerzellen der GCL und NFL 
nachweisen. 
Auch für Vimentin werden unterschiedliche Färbeergebnisse in der Literatur beschrieben. Die 
Anti-Vim1-Färbung der Kontrollnetzhaut zeigte eine Markierung der apikalen Müllerzellend-
füße (Kap. 4.1.3), was den Beobachtungen von Goldaracena (1997) und Lewis (1999) 
entspricht. Dem gegenüber weisen die Müllerzellen der Anti-Vim2-gefärbten Kontrollnetzhaut 
eine Markierung über das gesamtes Zytoplasma auf, was sich mit der Beschreibung von 
Winkler (2002) in der gesunden Netzhaut vom Hausschwein deckt.  
Während in der Literatur für retinale Astrozyten ein Vimentin-Gehalt beschrieben wird 
(Schnitzer 1988, Goldaracena 1997), konnten in dieser Studie die Astrozyten der Kontroll-
netzhaut nur durch Anti-Vim2 markiert werden. Für die gesunde Netzhaut vom Haussschwein 
wird, wie hier in der Anti-Vim1-gefärbten Kontrollnetzhaut festgestellt, kein Vimentingehalt 
in Astrozyten beschrieben (Winkler 2002). 
Die Ergebnisse der immunhistologischen Färbung mit Anti-GFAP und -Vimentin sind je nach 
Wahl des Antikörpers (Bjorklund und Dahl 1985, Bjorklund b, Guidry 1996, Winkler 2002) 
unterschiedlich, wie sich auch in dieser Arbeit gezeigt hat. Die unterschiedlichen 
Färbeergebnisse mittels zwei verschiedener monoklonaler GFAP- und Vimentin-Antikörper 
zeigen zudem, dass das saure Gliafaserprotein ebenso wie Vimentin kein einzelnes Protein 
darstellt, sondern aus einer Gruppe ähnlicher, nicht identischer Polypeptide besteht, die in 
Astrozyten und Müllerzellen unterschiedlich kombiniert und konzentriert sind (Bignami 1972, 
Schachner 1977, Bjorklund 1885a). 
Das S100β-Protein, ein glialer Marker (Kondo 1984, Yuge 1995), wurde in dieser Arbeit im 
gesamten Müllerzellzytoplasma und in Astrozyten der Kontrollnetzhaut nachgewiesen (Kap. 
4.1.4). In Ganglienzellen wurde das S100β-Potein (He 1993) nicht beobachtet. 
Die Glutaminsynthetase, die durch Müllerzellen exprimiert wird (Linser 1985, Lewis 1988, 
Mckay 2004) wurde in dieser Arbeit in den Müllerzellen der Kontrollnetzhaut nachgewiesen 
und entsprechend den Beschreibungen von Trachtenberg und Packey (1983) die größte GS-
Dichte in den Somata und apikalen sowie basalen Endfüßen der Müllerzellen beobachtet. 
Insgesamt belegen die Ergebnisse vergleichend zu den Literaturdaten, dass die Netzhaut nach 
der Präparation bzw. zu Kulturbeginn der gesunden Netzhaut entspricht. 
Ob die semiquantitative Auswertung der müllerzellspezifischen Färbungen dem tatsächlichen 
Volumenanteil der Müllerzellen in der Netzhaut wiederspiegelt wurde durch den Vergleich zu 
Daten von Reichenbach 1988 beurteilt (Kap. 4.1.6). Reichenbach (1988) hat durch 
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müllerzellspezifische Markierung in der Kaninchennetzhaut einen Volumenanteil der Müller-
zellen in der IPL mit 9,5 % und in der INL mit 10,0 % an Hand stereologischer Messungen 
mikroskopischer Präparate bestimmt. Demnach entsprechen die in dieser Studie ermittelten 
Werte der Kontrollnetzhaut für die Anti-GFAP2-und auch Anti-Vim1-markierte IPL und INL 
einem realistischen Volumenanteil der Müllerzellen in der Netzhaut. Für GFAP1, Vim2, 
S100β und GS sind die semiquantitativen Werte höher als die Werte, die von Reichenbach 
(1988) beschrieben wurden.  
 
 
5.2  STATISCHE NETZHAUTKULTUR OHNE RPE 
 
Die Netzhaut wurde ohne RPE in statischer Kultur für 1, 3 und 5 Tage kultiviert (Kap. 4.2).  
Bereits nach einem Tag Netzhautkultur konnte eine Abnahme der Ganglienzellkerne 
festgestellt werden, was auch andere Autoren in Netzhautkultur beobachteten (Ogilvie 1999, 
Engelsberg 2004, Katsuki 2004, Hartwick 2005, Xin 2006, Engelsberg und Ghosh 2007) und 
in der Abtrennung des optischen Nervs und dem Fehlen trophischer Faktoren begründet ist 
(Germer 1997a, Johansson 2000, Kuhrt 2004).  
Die Reduktion der äußeren Photorezeptorsegmente, die schon in der präparierten Netzhaut 
feststellbar war, kann in der Netzhaut fortschreitend über den Kulturzeitraum von 5 Tagen 
beobachtet werden. Die Photorezeptorzelldegeneration wurde ebenso durch Caffé (1989), 
Jablonski (1999, 2000), Engelsberg (2004), Kuhrt (2004) und Katsuki (2004) in Netzhaut-
kultur beschrieben und wird als eine Folge der Netzhautablösung vom RPE begründet.  
Nach drei und 5 Tagen Netzhautkultur ist eine Abnahme der Zellkernzahl in beiden Körner-
zellschichten zu beobachten, wie auch in anderen Veröffentlichungen in Netzhautkulturen 
beschrieben ist (Caffé 1989, Linden 1999, Engelsberg 2004).  
Merkmale einer subretinale Gliose in Form migrierender und proliferierender Gliazellen 
(Veroman 1981, Winkler 2002), der Verlust von Fasern in der OPL oder die Ausbildung von 
Rosetten (Ogilvie 1999, van Rossum 2006) konnten in dieser Arbeit nach 5 Tagen 
Netzhautkultur nicht festgestellt werden. Die Tatsache, dass in den adulten Netzhautkulturen 
dieser Studie keine Rosettenbildung beobachtet wurde, ist nicht verwunderlich, da Pinzon-
Duarte (2000) diese Strukturen nur den neonatalen Netzhautkulturen und der ungenügenden 
Adhesion der Netzhaut an der Nitrozellulose zuschreibt.  
Während nach einem Tag Netzhautkultur nur eine geringfügige Zunahme der müllerzell-
spezifischen Marker GFAP, Vimentin, S100β und GS festzustellen war, konnte nach drei und 
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5 Tagen Kultur eine deutliche Zunahme aller gefärbten Proteine beobachtet werden. Die 
kontinuierliche Zunahme von GFAP- und Vimentin von der Endfußregion der Müllerzellen 
beginnend, wie auch in dieser Arbeit beobachtet, zeigt, dass die IF-Synthese nicht um die 
Müllerzellsomata erfolgt, sondern die mRNA zu den Müllerzellendfüßen transportiert und 
dort transkribiert wird (Fisher 1991, Lewis und Fisher 2003).  
Eine erhöhte GFAP- und Vimentin-Expression in Müllerzellen kann in vivo in Folge der 
Photorezeptordegeneration (Ekstrom 1988, Sarthy und Fu 1989, Hartig 1995, Ogilvie 1999), 
nach Netzhautablösung (Guerin 1990, Fisher 1991, Erickson 1992, Lewis 2002) und bei der 
Proliverativen Vitreoretinopathie (Charteris 1995) beobachtet werden. Als Folge des RPE-
Verlusts ist ein erhöhter GFAP-Gehalt in Müllerzellen (Roque and Caldwell 1990) und eine 
Hypertrophie der Müllerzellen, wie hier auch in Netzhautkultur ohne RPE beobachtet wurde, 
beschrieben (Fisher 2005). 
Die Zunahme von GFAP/Vimentin-Heteropolymeren in Müllerzellen steht dabei in Zusam-
menhang mit dem Glia-Neuronen-Kontakt und hat die Aufgabe die Netzhaut zu stabilisieren 
(Lundkvist 2004) und ein neuronales Auswachsen zu verhindern (Menet 2001, Lewis 2002). 
Im Gegensatz zu Müllerzellen zeigten die Astrozyten über den Kulturzeitraum von 5 Tagen 
eine kontinuierlich abnehmende GFAP-, und Vimentin-Dichte.  
Nach 5 Tagen Netzhautkultur sind Vim1 und Vim2 in Müllerzellen und Astrozyten deutlich 
reduziert, während für GFAP1 und GFAP2 eine weitere Zunahme zu beobachten war. Diese 
Ergebnisse lassen unter der Annahme, dass GFAP/Vimentin-Heteropolymere eine Müllerzell-
proliferation verhindern (Sarthy und Ripps 2001) und mit einer Abnahme von Zell-Zellkon-
takten eine Reduktion der Vimentindichte (Ben Ze’ev 1998) und somit gleichzeitig eine 
Müllerzellproliferation einsetzt, eine beginnende Gliose nach 5 Tagen Netzhautkultur ver-
muten. Auch für die Gliose in vivo wird eine Zunahme von GFAP und eine Reduktion von 
Vimentin in Müllerzellen beschrieben (Enzmann 2000, Kacza 2001). 
In der Literatur wird von einer Coexpression der Intermediärfilamente GFAP und Vimentin in 
Müllerzellen berichtet (Yuge 1995, Lewis 1995, 1999, Winkler 2002, Lewis und Fisher 2003, 
Jackson und Marshall 2004), was hier in Netzhautkultur nicht beobachtet werden konnte. Da 
Interaktionen von GFAP und Vimentin durch S100β stöchometrisch reguliert werden 
(Garbuglia 1999, Kim 2003), und S100β einen übermäßigen GFAP/Vimentin-Aufbau regu-
liert (Ziegler 1998), ist nicht verwunderlich, dass in dieser Studie in der 1-tägigen Netzhaut-
kultur mit einer geringfügigen Zunahme von GFAP und Vimentin ein Anstieg der S100β-
Dichte zu beobachten ist. Der S100β-Anstieg im Müllerzellzytoplasma sowie die beobachtete 
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S100β-Sekretion ist ein Zeichen dafür, dass Prozesse zur Unterstützung neuronalen 
Überlebens (Donato 2001) aber auch glialer Proliferation in Gang gesetzt werden (Marshak 
1990, Selinfreund 1990, Garbuglia 1999, Sanchez 2000, Azmitia 2002, Tamaskovic 2003). 
Während Germer (1997a) in Netzhautkultur und Wen (1995) sowie Lewis (2004) nach 
Netzhautverletzung in vivo eine Abnahme des Glutaminsynthetase-Gehaltes in Müllerzellen 
beschreiben, konnten Patejunas und Young (1990) in Netzhautkultur eine Zunahme der GS-
Konzentration über den Kulturzeitraum beobachten. In dieser Studie wurde eine stetige 
Zunahme der GS-Konzentration im Müllerzellzytoplasma über den Kulturzeitraum von 5 
Tagen nachgewiesen. Eine Zunahme der GS-Dichte ist ein Zeichen für neuronale 
Degeneration, die im Verlust der Kerne in beiden Körnerzellschichten und in den äußeren 
Photorezeptorsegmenten beobachten werden konnte und eine zunehmende GS-Expression in 
Müllerzellen verursacht (Fischer 2004). Da die Expression der Glutaminsynthetase substrat-
reguliert, d.h. durch Glutamat gesteuert wird (Germer 1997b), kann eine erhöhte Glutamat-
konzentration in Netzhautkultur dieser Studie angenommen werden. Izumi (1999) konnte in 
Netzhautkultur zeigen, dass eine erhöhte extrazelluläre Glutamatkonzentration, z.B. in Folge 
ischämischer Bedingungen (Catalani 2007), zu einer gesteigerten Glutamataufnahme in 
Müllerzellen führt. Die Müllerzellen nehmen zusätzlich reichlich Natrium und Wasser auf, 
was die Zellen hypertrophisch erscheinen lässt (Izumi 1999). Die in dieser Arbeit beobachtete 
Verschiebung des Enzymgehaltes vom Zellkörper der Müllerzellen zu den inneren und 
äußeren Fortsätzen bis hin zu den basalen Endfüßen stellt eine Folge der Axotomie dar, wie 
Chen und Weber (2002) nach Durchtrennung des optischen Nervs in vivo beobachteten. 
 
 
5.3  STATISCHE NETZHAUTKULTUR MIT RPE 
 
Neben der beschriebenen Netzhautkultur, wurde eine Netzhaut-RPE/Choroidea-Cokultur 
etabliert, für die beide Gewebe zunächst getrennt präpariert und anschließend für drei Tage in 
statischer Kultur gemeinsam inkubiert wurden (Kap. 4.1.4). Die Bedeutung eines intakten 
RPEs für die Entwicklung und das Überleben der Photorezeptorzellen wurde bereits in post-
nataler, jedoch nicht in adulter Netzhautkultur beschrieben (Jablonski 1999, 2000, Pinzon-
Duarte 2000, Wang 2005). Zudem zeigen in vivo-Beobachtungen der Netzhaut nach Ablösung 
vom RPE (Erickson 1987, Lewis 1995) oder die RPE-Dysfunktion wie bei der AMD 
(Jablonski 2000) eine Degeneration der Photorezeptorzellen in der Netzhaut, und damit die 
Bedeutung des RPEs für das Überleben der Netzhautzellen. 
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Unter Cokultur des RPEs konnte in dieser Studie vergleichend zur Netzhautkultur ohne RPE 
eine verminderte Ganglienzellapoptose, eine Reduktion der Photorezeptordegeneration und 
ein geringerer Zellkernverlust in beiden Körnerzellschichten beobachtet werden. Diese Ergeb-
nisse zeigen entsprechend den in vivo-Beobachtungen nach Netzhaut-RPE-Reattachment, dass 
einige molekulare und zelluläre Veränderungen nach kurzzeitiger Trennung von Netzhaut und 
RPE reversibel sind (Defoe und Easterling 1994, Lewis 2002). Bereits Caffé (1989) und 
Germer (1997) konnten in Netzhaut-RPE-Kultur zeigen, dass die RPE-Zellen Faktoren bilden, 
die das Überleben der Photorezeptorzellen fördern. Jedoch wird die Photorezeptordegenera-
tion durch das RPE-Reattachent nicht verhindert (Anderson 1986, Lewis 2002), wie auch in 
dieser Studie in Netzhaut-RPE-Cokultur beobachtet werden konnte.  
Die Netzhaut-RPE-Cokultur zeigte in dieser Arbeit gegenüber der Netzhautkultur ohne RPE 
eine signifikant geringere Zunahme der gliazellspezifischen Proteine GFAP1, GFAP2, Vim1 
und Vim2. Diese Ergebnisse bestätigen, dass das anliegende RPE neuronale Degeneration und 
gliale Hypertrophie reduziert (Lewis 2002).  
Merkmale einer subretinalen Gliose, wie eine Zunahme von GFAP und Vimentin in basalen 
Müllerzellendfüßen zur Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten zum RPE (Sarthy und Ripps 
2001, Lewis und Fisher 2003), konnten in dieser Studie nicht beobachtet werden. Die 
Cokultivierung des RPEs zeigte sich in dieser Studie sogar in einer signifikant geringeren 
GFAP-, S100β- und GS-Dichte in den basalen Müllerzellmikrovilli und Endfüßen. 
Germer (1997a) konnte in Netzhautkultur ein Abnahme der GS-Aktivität beobachten, die 
durch die RPE-Cokultur stimuliert werden kann. Obwohl in dieser Studie bereits in 
Netzhautkultur ohne RPE entgegen den Beobachtungen von Germer (1997a) ein Anstieg der 
GS-Dichte beobachtet wurde, konnte unter RPE-Cokultur ein signifikanter Anstieg der GS-
Dichte und auch Anti-S100β-Dichte nur in den apikalen Netzhautschichten der Netzhaut-
RPE-Cokultur beobachtet werden. Da das RPE das Überleben der Photorezeptorzellen 
fördert, ist es nicht verwunderlich, dass in Netzhaut-RPE-Cokultur eine Zunahme der GS zu 
beobachten ist (Germer 1997b). 
Insgesamt demonstrieren die Ergebnisse der Netzhaut-RPE-Cokultur an Hand der glialen, 
immunhistologischen Marker, dass das RPE Faktoren ausscheidet, die das Überleben der 
Photorezeptorzellen, Ganglienzellen und neuronalen Zellen fördert (Sheedlo 1998, Jabloski 
2000).  
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5.4 DYNAMISCHE NETZHAUTKULTUR MIT UND OHNE RPE 
 
Für die Netzhautkultur und Netzhaut-RPE-Cokultur wurden verschiedene Kultivierungs-
systeme in statischer (Brutschrank) und dynamischer Kultur (Gradienten- und Perfusions-
kammer) für eine 3-tägige Kulturzeit miteinander verglichen (Kap. 4.4). Da für Anti-GFAP2 
im Vergleich zu den anderen Antikörperfärbungen in semiquantitativer Analyse Werte 
ermittelt wurden, die mit dem relativem Volumenanteil der retinalen Müllerzellen vergleich-
bar waren (Kap. 4.1.6), wurden zur Beurteilung der verschiedenen Netzhautkulturen die 
immunhistologischen Ergebnisse der Anti-GFAP2-Färbung gegenübergestellt. 
Die statische Netzhautkultur zeigte über alle Netzhautschichten eine signifikante Zunahme an 
GFAP2. Demgegenüber wurde für die Gradientenkultur nur in der IPL ein signifikant erhöhter 
GFAP2-Gehalt (Kap. 4.1.7) und für die Perfusionskultur nur im mikroskopischen Bild in den 
apikalen Müllerzellendfüßen und Fortsätzen eine geringfügig zunehmende GFAP2-Dichte 
vergleichend zur Kontrollnetzhaut festgestellt.  
Also konnte für die dynamische Netzhautkultur in der Perfusionskammer ein histologisches 
Ergebnis beobachtet werden, das der Kontrollnetzhaut sehr ähnlich ist. Bereits Forrester 
(1990) beobachtete für die Netzhautkultur ohne Luftkontakt bzw. mangelnder Sauerstoff- und 
Mediumzirkulation einen raschen neuronalen Zelltod und gliale Degeneration. Somit scheint 
das bessere histologische Ergebnis in dynamischer Kultur gegenüber der statischen Kultur in 
der kontinuierlichen Versorgung mit Medium und Sauerstoff, der mit dem Medium durch die 
Netzhautschichten gedrückt wird und dem raschen Abtransport von Stoffwechselend-
produkten begründet. Wie wichtig eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Netzhaut ist, 
zeigt sich ebenso durch eine Zunahme der GFAP-Immunoreaktivität in Müllerzellen nach 
Unterbrechung der Blutzufuhr (Ischämie) in vivo (Osborne 1991, Winkler 2002). Andererseits 
konnte nach Netzhautablösung und Sauerstofftherapie eine Reduktion der Photorezeptorzell-
degeneration und eine Abnahme der Hypertrophie, Proliferation und GFAP-Expression in 
Müllerzellen beobachtet werden (Lewis 2002, 2004).  
Bei einer Kultur der Netzhaut im Dunkeln, wie in statischer Kultur im geschlossenen Brut-
schrank, ist mit einem höheren Glucose- und Sauerstoffverbrauch der Netzhautzellen zu rech-
nen (Wang 1997) als im dynamischen System, das während der Kultur dem Tageslicht 
ausgesetzt war. Die Kultur der Netzhaut im Licht ist neben der besseren Sauerstoffversorgung 
ein weiterer Grund für die besseren histologischen Ergebnisse der dynamischen Netzhaut-
kultur. Zudem ist anzunehmen, dass der Druck in der dynamischen Kulturkammer der in vivo-
Situation im Auge näher kommt als die unter Luftdruck kultivierte Netzhaut im statischen 
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System. Bereits Germer (1997) konnte in Netzhautkultur feststellen, dass der fehlende intra-
okulare Druck einen Einfluss auf die Netzhautstruktur in der sich entwickelnden Netzhaut hat. 
Insgesamt zeigt die verminderte GFAP2-Dichte in der dynamischen Netzhautkultur gegenüber 
der statischen Netzhautkultur eine reduzierte Degeneration und Proliferation der retinalen 
Zellen, was durch die günstiger Medium- und Sauerstoffversorgung, sowie der Kultur im 
Licht und in den Druckverhältnissen in der Minuthkammer begründet ist. 
Im Vergleich der Netzhaut-RPE-Cokulturen hingegen zeigte sich, dass die statische Netzhaut-
RPE-Cokultur im Brutschrank stabiler ist. Während die statische Netzhaut-RPE-Cokultur in 
der GFAP2-Färbung keine mikroskopischen Unterschiede zur Kontrollnetzhaut aufzeigte, 
konnte in den beiden dynamischen Netzhaut-RPE-Cokulturen eine zunehmende GFAP2-
Dichte in den apikalen Müllerzellfortsätzen festgestellt werden. Der Grund dafür liegt in der 
losen Netzhaut-RPE-Verbindungen in der Minuthkammer, wodurch die Netzhaut nicht stabil 
auf dem RPE aufliegt und durch den Mediumstrom mechanisch belastet wird.  
In der Gesamtheit aller Netzhautkulturen zeigt die statische Netzhaut-RPE-Kultur und 
Perfusionsnetzhautkultur ohne RPE gegenüber der Kontrollnetzhaut die geringfügisten Ver-
änderungen der GFAP2-Immunoreaktivität.  
 
 
5.5  GLIOTISCHES NETZHAUTKULTURMODELL 
 
Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde ein gliotisches Netzhautkulturmodell ohne 
Induktion nekrotischer Prozesse etabliert. Aus der Literatur ist bekannt, dass durch Injektion 
von Zellen in den vitrealen Raum eine gliale Proliferation in der Netzhaut induziert werden 
kann. In dieser Arbeit wurde ein zur in vivo-Versuchsanordnung angelegter Analogversuch 
durchgeführt, indem primäre Müllerzellen auf die ILM einer Netzhautkultur appliziert 
wurden. 
Ob bereits ECM-Proteine, die von proliferierenden Müllerzellen (Kollagen I) und 
proliferierenden Fibroblasten (Kollagen I, IV, Fibronektin) exprimiert werden (Burke und 
Kower 1980) eine Gliose induzieren können, wurde in weiteren Versuchen in Müllerzell-
kultur und Netzhautkultur untersucht. 
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5.5.1  Gliotisches Netzhautkulturmodell mittels apikal applizierte Müllerzellen 
 
Aus der Literatur sind zahlreiche in vivo-Studien bekannt, die nach Injektion meist autologer 
Zellen in den vitrealen Raum die Induktion einer Gliose oder Fibrose zeigen (Radtke 1981, 
Fastenberg 1982, Hitchins 1985, Peters 1986). Nach Injektion von Astrozyten oder Müller-
zellen konnte eine epiretinale Gliose (Burke und Kower 1980) und nach Injektion von RPE 
oder einem Müllerzell-RPE-Gemisch eine Fibrose mit anschließender Netzhautablösung 
beobachtet werden (Peters 1986). 
In der vorliegenden Arbeit wurden primäre, homologe Müllerzellen aus Zellkultur auf die 
ILM einer Netzhautkultur appliziert (Kap. 4.2.3). Die Kultur der Netzhaut erfolgte ohne RPE-
Cokultur im Brutschrank für 24 h. In immunhistologischer Färbung mittels Anti-GFAP, -Vim, 
-S100β und -GS wurden die Ergebnisse in Netzhautkultur nach Müllerzellapplikation mit der 
einfachen, 1-tägigen Netzhautkultur und Kontrollnetzhaut verglichen.  
Die Netzhautkultur ohne Müllerzellen auf der ILM zeigte in der GFAP1-, GFAP2-, Vim2- und 
GS-Färbung keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollnetzhaut (Kap. 4.2.3). Lediglich im 
Anti-Vim1- und S100β-gefärbten Bild war eine signifikante Proteinzunahme feststellbar.  
Demgegenüber konnte bereits 24 h nach Müllerzellapplikation in Netzhautkultur von der ILM 
bis zur INL eine signifikant erhöhte GFAP1- und GFAP2-Dichte und auch Vim1- und Vim2-
Dichte beobachtet werden (Kap. 4.2.3.1). Die GFAP1- und GFAP2-Zunahme war sowohl in 
Müllerzellen als auch in Astrozyten zu beobachten, während für Vim1 und Vim2 nur in 
Müllerzellen eine Zunahme festzustellen war. Wie in dieser Studie in Netzhautkultur mit api-
kalen Müllerzellen festgestellt wurde, konnten McGillem (1999) nach intravitrealer Injektion 
primärer Müllerzellkulturen ebenso eine Zunahme an GFAP und Vimentin über die gesamten 
Müllerzellen mit höchster Dichte in den vitrealen Endfüßen und mit anschließender Aus-
bildung einer epiretinalen Membran beobachten. Diese Ergebnisse sind Hinweise dafür, dass 
die applizierten Müllerzellkulturen, die bereits in die proliferative Phase eingetreten sind, eine 
Gliose in Netzhautkultur induzieren (Burke und Kower 1980, Wen 1995, Fischer 2004).  
Die Netzhautkultur mit apikalen Müllerzellen zeigte gegenüber der einfachen Netzhautkultur 
eine signifikant höhere S100β- und GS-Dichte, was ebenso bei Gliose beobachtet wurde 
(Marshak 1990, Selinfreund 1990, Sanchez 2000, Donato 2001, Azmitia 2002, Tamaskovic 
2003). Insgesamt zeigte die Netzhautkultur mit apikalen Müllerzellen ähnliche histologische 
Merkmale, die auf eine beginnende epi-/intraretinale Gliose hinweisen und stellt somit eine in 
vitro-Versuchsanordnung zur Analyse gliotischer Prozesse in der Netzhaut dar. 
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5.5.2  Gliotisches Netzhautkulturmodell mittels Kollagen I 
 
In primärer Müllerzellkultur wurden Proteine der extrazellulären Matrix (Kollagen I, IV und 
Fibronektin) in Verdünnung ins Kulturmedium gegeben und auf einen proliferationsfördern-
den Einfluss untersucht.  
In Anwesenheit von Kollagen I im Kulturmedium konnte nach 48 h in Müllerzellkultur eine 
Zunahme von Zell-Zell-Kontakten, Zellclustern und eine signifikant erhöhte Zellzahl im 
Vergleich zur Kontrollkultur festgestellt werden (Kap. 4.6.1). Kollagen I, das durch prolife-
rierende Müllerzellen bereits reichlich produziert wird (Burke und Kower 1980) und in der 
sich entwickelnden Netzhaut vorhanden ist und das Wachstum neuronaler und glialer Zellen 
bzw. den Aufbau neuronaler Netzwerke fördert (Hiscott 1984, Carri 1992), zeigte bereits in 
Netzhautkultur eine proliferationsstimulierende Wirkung auf Müllerzellen (Forrester 1990). 
Zudem wird Kollagen I, das reichlich in epiretinalen Membranen und in der Fibrose 
vorhanden ist (Hiscott 1984, Scheiffarth 1988), als Risikofaktor für eine Gliose diskutiert 
(Gonzalez-Avila 2004). 
Obwohl Fibronektin in fibrotischem Netzhautgewebe zu finden ist (Hiscott 1984) und in 
neuronaler Zellkultur für Fibronektin eine unterstützende Funktion beim neuronalen Aus-
wachsen gezeigt wurde (Carbonetto 1983), war in dieser Studie in Müllerzellekultur für 
Fibronektin kein Einfluss auf die gliale Proliferation zu beobachten. Auch in Netzhautkultur 
konnten (Forrester 1990) keine Gliazellproliferation durch Fibronektin stimulieren.  
In dieser Studie konnte für die Müllerzellkulturen in Kulturmedium mit Kollagen IV keine 
Änderungen der Zellproliferation bzw. der Zellzahl festgestellt werden. Die Tatsache, dass 
Kollagen IV in Müllerzellkultur keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der Zellen zeigt, 
ist nicht verwunderlich, da Kollagen IV in der ILM der postnatalen Netzhaut (Sarthy 1993) 
und in der adulten Netzhaut vorhanden ist und in seiner Funktion neuronales Auswachsen 
blockiert (Carri 1992). Kollagen IV, das einen Risikofaktor für eine Gliose darstellt 
(Gonzalez-Avila 2004), wird von intravitreal injezierten Fibroblasten exprimiert, die in vivo 
eine Fibrose auslösen (Burke und Kower 1980), obwohl im fibrotischen Gewebe wenig 
Kollagen IV nachweisbar ist (Scheiffarth 1988). 
In dieser Studie zeigte sich in Müllerzellkultur aus adulter Netzhauthaut vom Hausschwein, 
dass Kollagen I eine Proliferation dieser Zellen induziert und damit eine Gliose in Netzhaut-
kultur oder in vivo auslösen kann. 
Da in Anwesenheit von Kollagen I in Müllerzellkultur eine signifikante Zunahme der Zell-
zahl beobachtet werden konnte, wurde das Protein in Netzhautgewebekultur gebracht, um dort 
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einen Einfluss auf retinale Zellen zu untersuchen (Kap. 4.6.2-4.6.7). Die Beurteilung der 
Ergebnisse der Netzhautkultur nach 3-tägiger Kultur in einem Kollagen 
I/Kulturmediumgemisch (=Netzhautkultur(+)Col I) erfolgte durch den Vergleich mit der 3-
tägigen Netzhautkultur in Kulturmedium (=Netzhautkultur(-)Col I). 
Eine Abhängigkeit der Intermediärfilamentexpression vom Kultursubstrat in Netzhautkultur 
(Torelli 1989) konnte in dieser Studie festgestellt werden. In der Netzhautkultur(+)Col I 
zeigte sich vergleichend zur Netzhautkultur(-)Col I eine signifikante Zunahme der GFAP1-, 
GFAP2- und S100β-Dichte in den apikalen Müllerzellendfüßen und -fortsätzen (Kap. 4.2.2.1). 
und eine signifikant geringere Zunahme von Vim1, S100β und GS in den basalen 
Müllerzellmikrovilli und –fortsätzen. Auch für die Gliose in vivo wird eine Zunahme von 
GFAP und eine Reduktion von Vimentin beschrieben (Enzmann 2000, Kacza 2001). 
Durch Kollagen I, das in epiretinalen und fibrotischen Membranen vorhanden ist (Hiscott 
1984, Scheiffarth 1988) und das als Risikofaktor für eine Gliose diskutiert wird (Gonzalez-
Avila 2004), konnten bereits Forrester (1990) in Netzhautkultur eine Proliferation von 
Makrogliazellen und Carri (1992) ein erhebliches Auswachsen von Neuriten induzieren. 
Kollagen I, das von aktivierten Astrozyten (Fuchshofer 2005) und proliferierenden 
Müllerzellen gebildet wird (Burke und Kower 1980, Hiscott 1984), kann eine gliale 
Proliferation ähnlich einem parakrinen Mechanismus induzieren. 
Die Zunahme der GFAP1- GFAP2- und S100β-Dichte in den apikalen Müllerzellfortsätzen der 
Netzhautkultur(+)Col I und die Reduktion der Vim1, 2-, S100β-, GS-Dichte in den basalen 
Müllerzellfortsätzen sind Hinweise für eine epiretinale Hypertrophie bzw. beginnende Gliose 
(Lewis 1995, Reichenbach 1999).  
Es ist anzunehmen, dass in Netzhautkultur(+)Col I die Müllerzellen versuchen, durch 
Hypertrophie das Auswachsen der Neuriten zu verhindern und die retinale Architektur zu 
erhalten. Die Annahme, dass GFAP/Vimentin-Heteropolymere eine Müllerzellproliferation 
verhindern (Sarthy und Ripps 2001) und eine Vimentinreduktion gleichzeitig eine 
Müllerzellproliferation begünstigt (Ben Ze’ev 1986), weisen auf eine beginnende epiretinale 
Gliose nach 3 Tagen Netzhautkultur(+)Col I hin 
Die Tatsache, dass kultivierte Müllerzellen nach in vivo-Injektion reichlich Kollagen I 
exprimieren, gliotische Membranen induzieren können und die Ergebnisse in Netzhaut-
kultur(+)Col I und Netzhautkultur(+)Mz, lassen einen Zusammenspiel von Kollagen Typ I 
und Gliose vermuten. 
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6  AUSBLICK  
 
In Anwendung der Netzhautgewebekultur als in vitro-Testsystem ist zu beachten, dass die 
histologischen Ergebnisse nur bedingt und für einen kurzen Kulturzeitraum mit der gesunden 
Netzhaut vergleichbar sind. Tatsache ist, dass bereits wenige Minuten bis wenige Stunden 
nach einer Netzhautablösung relevante molekularbiologische Prozesse induziert werden, wie 
die nicht reversible Aktivierung von Phosphatasen und Rezeptoren (Geller 2001), die 
Ganglienzellapoptose (Isenmann 1997) und die Degeneration der Photorezeptorzellen 
(Engelsberg 2004). Damit wird die Anwendung der Netzhautkultur durch den Verlust 
spezifischer Zellphenotypen und Zellfunktionen, Veränderung der Gewebsarchitektur und die 
Relevanz der in vitro-Ergebnisse limitiert (Seigel 1999).  
Um die Aussagekraft der histologischen Ergebnisse in Netzhautkultur zu verbessern bzw. mit 
der in vivo-Stituation vergleichen zu können, sind die zellulären Veränderungen in Netzhaut-
kultur detailierter zu charakterisieren.  
Die dynamische Netzhautkultur zeigte gegenüber der statischen Netzhautkultur eine 
reduzierte Degeneration und Proliferation retinalen Zellen, was durch die günstigere Medium- 
und Sauerstoffversorgung, sowie der Kultur im Licht und in den Druckverhältnissen in der 
Minuthkammer begründet ist. In weiteren Versuchen ist zu klären, welcher dieser Faktoren 
für eine optimale Kultur der Netzhaut ausschlaggebend sind, um die Netzhautkultur weiter 
optimieren zu können. 
In dieser Arbeit konnten in der Netzhaut-RPE-Cokultur histologische Merkmale vergleichbar 
zum operativen Reattachment nach einer Netzhautablösung beobachtet werden. Jedoch kann 
die Degeneration der Photorezeptorzellen nicht aufgehalten werden. Auch in vivo treten trotz 
Reattachment von Netzhaut und RPE retinale Gliosen und eine Vielzahl struktureller und 
funktioneller Veränderungen im Auge auf, die zu erheblichen, irreversiblen visuellen 
Verlusten bis hin zur vollständigen Erblindung führen können. Die Netzhaut-RPE-Cokultur 
bietet ein System zur Analyse der Prozesse nach Netzhaut-RPE-Reattachment und zur 
Erprobung therapeutischer Ansätze. 
Die histologischen Merkmale der Netzhautgliose sind derzeit nicht genau definiert. Welche 
Rolle spielen Intermediärfilamente und andere Proteine, Wachstumsfaktoren sowie Vitamine 
in der gesunden und der gliotischen Netzhaut? Basierend auf zahlreichen Daten der 
Fachliteratur zur Induktion und zum Prozeß der glialen Proliferation liegen theoretische 
Ansätze für therapeutische Ansätze zur Behandlung der retinalen Gliose oder Fibrose (PVR) 
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vor. Hierzu zählen z.B. Vitamine, Inhibitoren von Matrixmetalloproteasen, Enzyme zur 
Dephosphorylierung extrazellulärer Kinasen, Phosphataseinhibitoren oder die Steuerung der 
S100β-Protein-Regulation.  
Es ist denkbar, dass eine gezielte Regulation extrazellulärer Kinasen oder eine Reduktion der 
glialen Ca2+- bzw. cAMP-Konzentration zur Inhibition intrazellulärer, Ca2+- bzw. cAMP-
abhängiger Phosphatasen verwendet und damit eine gliale Proliferation verhindern werden 
kann (Inagaki 1994). Zudem ist bekannt, dass nach einer Netzhautablösung TIMPs (Tissue 
Inhibitors for Metalloproteases) ausgeschüttet werden, wodurch es neben einer TGFβ-
stimulierten Kollagensynthese zu einer Kollagenakkumulation im subretinalen Raum kommt 
(Gonzalez-Avila 2004). Es ist anzunehmen, dass die übermäßige Kollagenkonzentration eine 
gliale Proliferation induziert, die in Beziehung zur Degeneration der Photorezeptorzellen 
steht.  
Die hier vorgstellten Kultursysteme bieten eine Chance, verschiedene Netzhauterkrankungen 
zu erforschen und therapeutische Ansätze zu entwickeln.  
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